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“An arrow can only be shot by pulling it backward. 
When life is dragging you back with difficulties, it means 
it’s going to launch you into something great. So just 







 A utilização de biomassa lignocelulósica é cada vez mais importante para 
mitigar o consumo de combustíveis fósseis e aumentar o uso energético de fontes 
renováveis. Nesse sentido, a produção de etanol celulósico tem sido posta em 
grande evidência. Esse processo de conversão se dá a partir da realização de cinco 
etapas sequenciais: (1) coleta e preparo da matéria-prima; (2) pré-tratamento;  
(3) hidrólise enzimática; (4) fermentação alcoólica; e (5) recuperação do etanol por 
destilação. Nesse estudo, cavacos de Eucalyptus urograndis foram explodidos a 
vapor para avaliar o efeito do pré-tratamento sobre sua composição química e 
hidrólise enzimática, com vistas à produção de etanol celulósico. Os experimentos 
foram organizados em um planejamento fatorial cujas condições de temperatura e 
tempo variaram de 174 a 216 °C e de 4 a 11 min com três repetições no ponto 
central (195 °C, 7,5 min). Os rendimentos das frações insolúveis em água desses 
pré-tratamentos, assim como a conversão por hidrólise enzimática (33 mg g-1 Cellic 
CTec2 ou CTec3, Novozymes) e o rendimento final de glucose para ambas as 
enzimas testadas apresentaram correlação linear com a severidade do processo. 
Além disso, o grau de polimerização da celulose também apresentou relação direta 
com o fator de severidade. Apesar da condição mais drástica de pré-tratamento 
resultar no substrato com maior susceptibilidade à hidrólise, a melhor condição 
dentre as estudadas foi estabelecida em 210 °C, 5 min devido ao seu maior 
rendimento final em glucose após as etapas de pré-tratamento e hidrólise. Já a 
análise dos produtos da metanólise ácida das frações resultantes do pré-tratamento 
indicaram que houve hidrólise e solubilização das pectinas do material para a fração 
solúvel e, no caso da fração insolúvel, as galactoglucomananas foram mais 
resistentes ao pré-tratamento do que as arabinoglucuronoxilanas, sendo que parte 
das ramnogalacturonanas (pectinas) ainda resistiu a essas condições. Além disso, o 
melhor material explodido a vapor foi deslignificado com 0,1 e 0,5 g de NaOH g-1 de 
substrato seco por 30 min a 80 °C, em procedimentos assistidos ou não por 
ultrassom. O emprego da menor concentração de NaOH apresentou baixos valores 
de deslignificação e não houve diferença estatisticamente significativa ao se 
empregar o ultrassom. Nas extrações com 0,5 g de NaOH g-1 de substrato, níveis de 
deslignificação acima de 94 % foram obtidos a partir do material explodido a vapor. 
Finalmente, ensaios de hidrólise enzimática foram realizados empregando 20% de 
sólidos totais e o perfil obtido para substratos derivados de eucalipto foram 
comparados ao desempenho na hidrólise de bagaço de cana explodido a vapor. 
Essas reações atingiram 124 e 102 g L-1 de glucose em 72 h, respectivamente, e os 
hidrolisados foram facilmente convertidos em etanol com 1 g L-1 de levedura 
Thermossac Dry (Lallemand), atingindo valores acima de 25 g L-1 de etanol e 
produtividades superiores a 2,1 g L-1 h-1 em 12 h de fermentação. Ao realizar uma 
projeção dos resultados de pré-tratamento, hidrólise enzimática e fermentação, 
concluiu-se que os cavacos de eucalipto apresentaram maior potencial para 
produção de etanol celulósico do que o bagaço de cana. 
 






 The use of lignocellulosic biomass is increasingly important in order to 
mitigate the consumption of fossil fuels and increase the energy use of renewable 
sources. In this sense, the production of cellulosic ethanol has been put in great 
evidence. This process conversion takes place through the accomplishment of five 
sequential stages: (1) collection and preparation of the raw material;  
(2) pretreatment; (3) enzymatic hydrolysis; (4) alcoholic fermentation; and  
(5) recovering ethanol by distillation. In this study, Eucalyptus urograndis wood chips 
were steam-exploded to assess the effect of pretreatment on their chemical 
composition and enzymatic hydrolysis, aiming to the production of cellulosic ethanol. 
The experiments were organized in a factorial design whose conditions ranged from 
174 to 216 °C and from 4 to 11 min with three replicates at the center point (195 °C, 
7.5 min). The yields of the water-insoluble fractions of these pre-treatments, as well 
as the conversion by enzymatic hydrolysis (33 mg g-1 Cellic CTec2 or CTec3, 
Novozymes) and the final glucose yield for both enzymes tested, showed a linear 
correlation with the severity of process. In addition, the degree of polymerization of 
cellulose was also directly related to the severity factor. Although most severe 
pretreatment condition resulted in the substrate with the highest susceptibility to 
hydrolysis, the best condition was set at 210 °C, 5 min due to its higher final yield in 
glucose after the pretreatment and hydrolysis steps. The analysis of acidic 
methanolysis products of the fractions resulting from pretreatment indicated that 
there was hydrolysis and solubilization of the pectins of the material to the soluble 
fraction and, in the case of the insoluble fraction, the galactoglucomananas were 
more resistant to pretreatment than the arabinoglucuronoxylans, and some of the 
ramnogalacturonans (pectins) still withstood these conditions. In addition, the best 
steam exploded material was delignified with 0.1 and 0.5 g NaOH g-1 per dried 
substrate during 30 min at 80 °C in procedures assisted or not by ultrasound. The 
use of the lowest concentration of NaOH had low delignification values and there was 
no statistically significant difference when using the ultrasound. In the extractions 
with 0.5 g NaOH g-1 substrate, delignification levels above 94% were obtained from 
the steam exploded material. Finally, enzymatic hydrolysis assays were carried using 
20% of total solids and the profile obtained for eucalyptus-derived substrates were 
compared to the hydrolysis performance of steam exploded sugarcane bagasse. 
These reactions reached 124 and 102 g L-1 glucose in 72 h, respectively, and the 
hydrolysates were easily converted to ethanol with 1 g L-1 of yeast Thermossac Dry 
(Lallemand), reaching values above 25 g L-1 ethanol and yields greater than  
2.1 g L-1 h-1 in 12 h of fermentation. When a projection of the results of pre-treatment, 
enzymatic hydrolysis and fermentation was carried out, it was concluded that the 
eucalyptus wood chips had a higher potential for the production of cellulosic ethanol 
than the sugarcane bagasse. 
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O petróleo é a base da economia produtiva mundial, entretanto, a 
instabilidade geopolítica nas principais regiões produtoras e a consequente 
instabilidade no mercado internacional, aliada às alterações climáticas derivadas do 
acúmulo dos gases de efeito estufa e ao aumento da demanda energética mundial, 
têm intensificado a procura por fontes alternativas de energia. Estas novas fontes 
devem ser preferencialmente renováveis e sustentáveis do ponto vista social, 
econômico e ambiental (Balat, 2011). De acordo com Carvalho et al. (2015), a 
demanda por petróleo aumentará cerca de 26 % até 2040 e parte desta deverá ser 
suprida por fontes renováveis. No ano de 2016, 43,5 % da energia consumida no 
Brasil foi proveniente de fontes renováveis, sendo etanol e bagaço responsáveis por 
40 % desta produção (Ministério de Minas e Energia, Resenha Energética  
Brasileira – Exercício de 2016, 2017). 
O etanol é um dos produtos biotecnológicos mais importantes da economia 
brasileira e mundial, no que se refere ao balanço entre os quesitos de valor, 
desempenho, disponibilidade e sustentabilidade (Oliveira et al., 2014).  Neste 
sentido, a produção de etanol de cana-de-açúcar (Saccharum officinarum - modelo 
brasileiro) apresenta um aproveitamento energético mais eficiente do que o 
dependente do amido de milho (modelo norte-americano), conseguindo assim gerar 
mais equivalentes de energia renovável para cada equivalente de energia fóssil 
gasto no processo. Em 2016, Brasil e Estados Unidos foram os principais produtores 
mundiais de etanol, com uma produção cerca de 27,6 e 58,0 bilhões de litros, 
respectivamente, de acordo com Renewable Fuels Association (RFA, 2016). 
Para mitigar o consumo de combustíveis fósseis e aumentar o uso de fontes 
renováveis, a utilização de biomassa lignocelulósica se torna uma alternativa cada 
vez mais importante (Sun et al., 2013). Estes materiais são compostos por três 
componentes majoritários: a celulose, as hemiceluloses e a lignina. Portanto, a 
produção de açúcares passíveis de fermentação a partir de lignocelulósicos 
depende da hidrólise dos polissacarídeos (celulose e hemiceluloses) presentes no 
material, que pode ser feita por via ácida ou enzimática (Bastos, 2007; Cardona et 
al., 2010). Tais matérias-primas podem ser agrupadas em categorias específicas, 
como resíduos agrícolas (Pitarelo, 2012; Lin et al., 2013), culturas energéticas 
(Mazarei et al., 2011), resíduos florestais (Gonzalez et al., 2011) e lixo orgânico 
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municipal (Wang et al., 2008). Assim, por definição, o etanol celulósico, também dito 
de segunda geração, é produzido pela fermentação dos carboidratos liberados pela 
hidrólise dos polissacarídeos presentes na biomassa vegetal (Geddes et al., 2010; 
Chiaramonti et al., 2012). Em geral, a conversão de materiais lignocelulósicos em 
etanol apresenta cinco etapas principais, coleta e preparo da matéria-prima, pré-
tratamento, hidrólise, fermentação e recuperação de etanol, e cada um destes 
estágios ainda apresenta desafios tanto técnicos quanto econômicos (Bensah et al., 
2015). Estes desafios se concentram (a) no estabelecimento de uma logística 
adequada à diversificação, transporte e armazenamento de matéria-prima, (b) no 
rompimento da estrutura recalcitrante da lignocelulose via pré-tratamento, (c) no 
custo das enzimas aplicadas no processo de hidrólise enzimática, (d) na limitação 
dos microrganismos em fermentar simultaneamente pentoses e hexoses 
provenientes das frações celulósica (C6) e hemicelulósica (C5), respectivamente, e 
(e) no escalonamento e adequação da infraestrutura para otimização e 
intensificação do processo. Conforme apresentado na Figura 1, tais etapas podem 
ser realizadas em unidades independentes ou integradas, sendo que a integração 
destas visa reduzir o seu custo operacional.  
Entre os processos até hoje investigados, dois têm se destacado: a hidrólise 
e fermentação em separado (SHF - do inglês separate hydrolysis and fermentation) 
e a sacarificação e fermentação simultâneas (SSF - do inglês simultaneous 
saccharification and fermentation). O processo SSF apresenta vantagens sobre o 
SHF por (a) permitir a redução de uma operação unitária, apresentando assim um 
menor custo, (b) gerar maiores produtividades de etanol, (c) diminuir a inibição das 
celulases pelo acúmulo de carboidratos hidrossolúveis no meio e (d) exigir menores 
tempos de reação. Entretanto, as enzimas não são empregadas em suas condições 
de desempenho ótimo, o que pode causar uma diminuição na eficiência do processo 
(Souza et al., 2012, Santos et al., 2010; Neves et al., 2016).  Quando as 
fermentações de pentoses e hexoses (oriundas das frações hemicelulásicas e 
celulásicas) ocorrem no mesmo vaso reacional, este processo recebe o nome de co-
fermentação (CF - do inglês co-fermentation). Assim a sacarificação e co-
fermentação simultâneas (SSCF - do inglês simultaneous saccharification and 
cofermentation) se dá quando um ou mais organismos capazes de realizar CF 
é(são) empregado(s) em uma configuração SSF.  Finalmente, o bioprocesso 
consolidado (CBP - do inglês consolidated bioprocessing) seria a união de todas as 
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etapas citadas anteriormente, onde a produção de etanol de segunda geração 
ocorreria idealmente em um único reator, onde o(s) organismo(s) fermentativo(s) 
seria(m) também responsável(is) pela etapa de produção de enzimas (Devarapalli e 
Atiyeh, 2015).  
 
Figura 1. Fluxograma da produção de etanol celulósico, mostrando as 
possibilidades de integração entre diferentes processos (SSF, simultaneous 
saccharification and fermentation; CF, co-fermentation; SSCF, simultaneous 
saccharification and co-fermentation; CBP, consolidated bioprocessing) (Pitarelo  
et al., 2012b). 
 
Além desses processos, pode ainda ser realizada uma pré-sacarificação 
enzimática do material pré-tratado antes da realização de um SSF, caracterizando o 
processo pSSF (do inglês pre-saccharification prior to simultaneous saccharification 
and fermentation). Entre as vantagens desse processo estão a hidrólise parcial dos 
polissacarídeos antes da adição da levedura, gerando com isso um aumento na taxa 
de produção inicial de etanol, já que a levedura dispõe de alguma fonte de carbono 
desde o início da fermentação (Lin e Tanaka, 2006), com efeitos benéficos sobre a 
viscosidade da suspensão quando utilizadas altas cargas de sólidos totais (Silva, 
2015). De acordo com Santos et al. (2010), ao empregar pSSF, a conversão 
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enzimática em 16 h foi muito próxima àquela obtida em período semelhante no 
processo em SHF. 
O Brasil já conta com usinas piloto de produção de etanol celulósico a partir 
de coprodutos da cana-de-açúcar como a palha e o bagaço. A primeira usina 
brasileira foi instalada em Alagoas em 2014 pela GranBio, com uma capacidade de 
produção de 82 milhões de litros de etanol. Já a Raízen, formada pela parceria entre 
a Cosan e a Shell, produz cerca de 40 milhões de litros de etanol a mais por ano 
além do etanol de primeira geração. Os planos da Raízen incluem a construção de 
mais sete plantas de etanol celulósico até 2024, enquanto que a Usina São Manoel, 
alocada em São Manoel (SP) com tecnologia desenvolvida pelo Centro de 
Tecnologia Canavieira (Piracicaba – SP), tem capacidade para processar 100 
toneladas de cana-de-açúcar por dia.  
Já no cenário mundial, três empresas inauguraram unidades de etanol 
celulósico também em 2014: a usina piloto da Dupont, localizada em Nevada (Iowa) 
com capacidade de produção de 113 milhões de litros de etanol por ano, e as usinas 
da Abengoa (Hugoton, Kansas) e Poet-DSM (Emmetsburg, Iowa), cujas produções 
são estimadas em cerca de 95 milhões de litros de etanol por ano cada.  
Finalmente, o desenvolvimento das biorrefinarias prevê que vários insumos 
químicos poderão ser produzidos a partir dos principais componentes presentes na 
biomassa. A Figura 2 ilustra um resumo das possibilidades envolvidas nas grandes 
plataformas de carboidratos e de compostos fenólicos oriundos da lignina. No 
primeiro caso, a celulose e as hemiceluloses podem ser convertidas em compostos 
como etanol, furfural, 5-hidroximetil-2-furfural (HMF), ácido 2,5-furanodicarboxílico, 
glicerol, isopreno, ácido lático, ácido succínico, ácido levulínico, ácido 3- 
hidroxipropiônico, sorbitol e xilitol (Bozell e Petersen, 2010). Já no caso da lignina, 
vários produtos têm sido propostos, como benzeno, fenol, tolueno, 2,6-dimetoxifenol, 
pirocatecol, 2-metoxifenol, m-cresol, p-cresol, o-cresol, ácido 3,4-di-hidroxibenzoico, 




Figura 2. Plataforma dos carboidratos e da lignina para suprir a obtenção de 




2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1 MATÉRIA-PRIMA 
Segundo a CONAB (2017a), a safra de 2016/2017 de cana-de-açúcar atingiu 
657,2 milhões de toneladas no país utilizando 9,05 milhões de hectares de terra, 
enquanto que a projeção feita em agosto deste ano para a safra de 2017/2018 foi de 
646,4 milhões de toneladas e a área a ser colhida foi estimada em 8,77 milhões de 
hectares (CONAB, 2017b). Como a cana depois de processada gera 
aproximadamente 14 % de bagaço seco, é então esperada a produção de 90,5 
milhões de toneladas deste resíduo. Portanto, o bagaço, ainda que esteja sendo 
utilizado para fins energéticos, representa uma ótima oportunidade para a produção 
de etanol celulósico e para o desenvolvimento de projetos de biorrefinaria.  
Por outro lado, o Brasil é o maior produtor mundial de celulose a partir de 
fibras curtas de Eucalyptus spp. (Bragatto, 2010), sendo que Eucalyptus grandis, E. 
saligna e E. urophylla são as espécies mais cultivadas (Barbosa et al., 2005). Como 
consequência de investimentos em tecnologia e pelo clima brasileiro favorável, o 
gênero Eucalyptus tornou-se a principal fonte de matéria prima para a indústria de 
papel e celulose oferecendo alta produtividade e ciclos de crescimento cada vez 
mais curtos (Viana et al., 2016). No Brasil, esta produtividade pode alcançar valores 
cerca de dez vezes mais elevados do que países como Finlândia, Portugal e 
Estados Unidos (CIB, 2008). 
Assim, a produção de grandes quantidades de celulose gera uma 
quantidade enorme de resíduos, como cascas, costaneiras, cavacos e outros 
resíduos de processo. Além disto, outras espécies de eucalipto têm se revelado de 
grande potencial para projetos de bioenergia, como clones de alta produtividade de 
E. urograndis (Peng et al., 2009). Esta tendência tem aumentado significativamente 
o interesse pela utilização destas matérias-primas para a produção de etanol 
celulósico e outros importantes insumos para a indústria química. Além disto, o 
eucalipto é uma matéria-prima que não oferece nenhum risco à segurança alimentar 
(Gonzalez, 2011). Embora já existam estudos na literatura sobre o pré-tratamento 
por explosão a vapor de diferentes espécies de eucalipto, como E. globulus 
(Romaní, et al., 2013; Martín-Sampedro et al., 2012; Nunes e Pourquie, 1996), E. 
benthamii (Castro et al., 2014) e E. grandis (Park, et al., 2012; Emmel et al., 2003), a 
avaliação para esse fim de clones de E. urograndis ainda é inédita.  
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Conforme mencionado anteriormente, materiais lignocelulósicos são 
basicamente constituídos de celulose, hemiceluloses e lignina. A celulose é o 
componente orgânico mais abundante na natureza, pois constitui entre 40-50 % da 
parede celular de plantas superiores. É um homopolissacarídeo constituído por 
unidades de anidro-D-glucopiranose unidas por ligações β glicosídicas do tipo (1→4) 
(Ramos, 2003). Conforme indicado na Figura 3, a celulose apresenta um terminal 
não-redutor correspondente a um grupamento hidroxila em C4 e terminal redutor 
contendo um carbono hemiacetálico (C1), também chamado de carbono anomérico 




Figura 3. Estrutura molecular da celulose indicando os números dos átomos de 
carbono e os terminais redutor (extremidade direita na cor vermelha) e não-redutor 
(extremidade esquerda na cor verde) (Adaptado de Wertz et al 2010). 
 
Em meio aquoso, ocorre a abertura e o fechamento do anel hemiacetálico, 
gerando dois isômeros de posição em C1 (epímeros) com a possibilidade da 
hidroxila ficar em posição axial ou equatorial em relação ao plano do anel. Um 
equilíbrio é atingindo entre as formas α-D-glucopiranose, aberta e β-D-glucopiranose, 
cuja ocorrência corresponde a 37,5 %, 0,5 % e 62 %, respectivamente. Essa reação 
é reversível e a interconversão entre as formas α e β é chamada de mutarrotação 
(Fengel, Wegener, 1989). 
 A orientação equatorial das hidroxilas anoméricas dos anéis piranosídicos 
em conformação 4C1 confere linearidade às cadeias de celulose, resultando em 
agregados cuja estrutura supramolecular é estabilizada por forte arranjo de ligações 
de hidrogênio intra- e intermoleculares envolvendo as hidroxilas presentes do 
carbonos C2, C3 e C6 (Figura 4). A estrutura da celulose ainda abriga regiões mais 
organizadas, denominadas cristalinas, e regiões mais acessíveis e de menor grau de 
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associação, denominadas amorfas. A unidade conformacional da celulose é a 
celobiose (4-O-β-D-glucopiranosil-β-glucopiranose), enquanto que a glucose 
representa a sua unidade estrutural básica (Attala et al., 1993; Fengel, Wegener, 
1989). 
 
Figura 4. Estrutura da (A) celobiose e (B) celulose, mostrando o arranjo de ligações 
de hidrogênio intermoleculares (em vermelho) e intramoleculares (em azul) entre as 
cadeias lineares (Silveira et al., 2014). 
 
A celulose pode apresentar diferentes graus de polimerização (GP). Por 
exemplo, a madeira apresenta GP em torno de 10000, enquanto que polpas 
celulósicas comerciais e celulose microcristalina têm este valor reduzido a 1500-
2000 e 250-300, respectivamente (Pereira et al., 2003; Klemm et al., 2005). O GP 
representa o número de unidades de anidroglucose que forma cada cadeia 
polimérica e esse pode variar de acordo com o grau de maturação da parede celular, 
o processamento ao qual as fibras foram submetidas e o seu envelhecimento 
(Fengel e Weneger, 1989). 
As hemiceluloses correspondem a uma família de heteropolissacarídeos que 
apresenta menor GP (em torno de 200) em relação à celulose e que está 
concentrada principalmente na camada primária e secundária da parede celular, 
intimamente associada à celulose e lignina. As hemiceluloses normalmente 
apresentam cadeias ramificadas ou parcialmente substituídas por carboidratos ou 
ácidos orgânicos, caracterizando um material de menor organização molecular do 
que a celulose (menor cristalinidade) cuja heterogeneidade é mais susceptível à 
degradação térmica, biológica ou química (Ramos, 2003). No entanto, na parede 
celular, as hemiceluloses encontram-se fortemente associadas às regiões cristalinas 
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da celulose por meio de ligações de hidrogênio, particularmente em seções lineares 
não substituídas da cadeia principal. Em termos gerais, as hemiceluloses 
correspondem de 20 a 30 % da composição total da madeira (Morais, 2005; Park e 
Kim, 2012), enquanto nas gramíneas estes valores podem variar de 20 a 40% 
(Rocha et al., 2012). Os monossacarídeos presentes nas hemiceluloses envolvem 




Figura 5. Estrutura dos monossacarídeos presentes em hemiceluloses e pectinas, 
divididos em: pentoses como (A1) D-xilose, (A2) L-arabinose; deoxi-hexoses como 
(B1) L-ramnose; hexoses como (C1) D-glucose, (C2) D-galactose e (C3) D-manose; 
ácidos urônicos como (D1) ácido D-glucurônico, (D2) ácido D-galacturônico e  
(D3) ácido 4-O-metil-D-glucurônico. 
 
Xilanas e glucomananas são as hemiceluloses mais relevantes, sendo que 
as xilanas são as mais abundantes. Em gramíneas há o predomínio de 
hemiceluloses do tipo arabinoglucuronoxilanas, além de xiloglucanas em menor 
quantidade. Já em folhosas as glucuronoxilanas aparecem como componente 
principal e as glucomananas como minoritário, enquanto que, no caso das coníferas, 
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as galactoglucomananas estão presentes em maior quantidade e as 
arabinoglucuronoxilanas se encontram em menor quantidade (Gírio et al., 2010). 
As hemiceluloses do tipo arabinoglucuronoxilanas (Figura 6) apresentam 
uma estrutura linear formada por unidades de β-D-xylopiranose unidas por ligações 
glicosídicas do tipo β-(1,4), onde resíduos de 4-O-metil-α-D-glucuronopiranosil e  
α-L-arabinofuranosil encontram-se unidas à cadeia principal por ligações α-(1,2) e  
α-(1,3), respectivamente. Já as xiloglucanas, que interagem com as microfibrilas de 
celulose por meio de ligações de hidrogênio, são formadas por unidades de  
D-glucose unidas por ligações β-(1,4) com 75 % de resíduos de D-xilosil ligados à 
cadeia principal, além de resíduos de L-arabinosil e D-galactosil em menor proporção 
(Gírio et al., 2010). Nas folhosas, uma a cada 10 unidades de D-xilopiranose é 

















Figura 6. Representações esquemáticas de cadeias de (A) arabinoglucuronoxilanas 
e (B) galactoglucomananas (Adaptado de Gomes, 2016). 
 
As glucuronoxilanas apresentam cadeia linear formada por unidades de 
D-xilopiranose unidas por ligações β-(1,4), sendo que algumas destas unidades 










cada dez unidades da cadeia. No caso das glucomananas, estas apresentam a 
cadeia principal formada por unidades de D-glucopiranose e D-manopiranose unidas 
por ligações glicosídicas do tipo β-(1,4) (Gírio et al., 2010). 
As galactoglucomananas apresentam estrutura semelhante à das 
glucomananas, no entanto, são parcialmente acetiladas em C2 e C3 e substituídas 
por resíduos de α-D-galactopiranosil ligadas em unidades de glucose ou manose por 
enlaces α-(1,6). Neste caso, ainda podem conter um grupamento acetila a cada três 
ou quatro unidades de hexoses em média (Gírio et al., 2010). 
Outros polissacarídeos são encontrados na parede celular vegetal em menor 
quantidade, tais como as pectinas, que são majoritariamente formadas por unidades 
de ácido-α-D-galacturônico e por açúcares neutros como a L-ramnose. Este 
componente pode contribuir para a firmeza, resistência mecânica e coesividade do 
tecido vegetal. Em geral, os materiais pécticos contêm mais de 50% dos grupos 
carboxílicos encontrados na parede celular (Popa e Spiridon, 2005). 
Depois da celulose, a macromolécula mais abundante na natureza é a 
lignina, que chega a representar 20-30% da biomassa lignocelulósica produzida no 
planeta. Trata-se de uma matriz polifenólica amorfa não polissacarídica, altamente 
hidrofóbica e complexa, formada por reações de condensação entre derivados do 
álcool p-hidroxicinâmico com diferentes graus de metoxilação, os álcoois cumarílico 
(não metoxilado), coniferílico (monometoxilado) e sinapílico (dimetoxilado), que na 
estrutura tridimensional da lignina correspondem às unidades p-hidroxifenila (H), 
guaiacila (G) e siringila (S), respectivamente (Figura 7A) (Fengel e Wegener, 1989).  
Nas plantas, a ocorrência de lignina se dá na lamela média e na parede 
secundária, sendo a última dividida em S1, S2 e S3 para as camadas externa, 
intermediária e interna, respectivamente. O teor de lignina pode variar entre elas, 
sendo dificilmente encontrada em S3. Na parede primária, S1 e S2, as unidades G 
são mais frequentes. Já na lamela média são encontradas maiores quantidades de 
unidades H, enquanto que a unidades S está mais presente nas paredes em 
formação (Achyuthan et al., 2010). As ligninas presentes no eucalipto apresentam 
unidades G e S majoritariamente, enquanto que o bagaço de cana-de-açúcar 




Figura 7. Estrutura (A) dos álcoois precursores da lignina com unidades G, H e S, e 
(B) principais ligações presentes na lignina (Adaptado de Ramos et al., 2016 e 
Santos, 2001). 
 
A biossíntese da lignina ocorre a partir da desidrogenação enzimática dos 
álcoois precursores (álcool cumarílico, coniferílico e sinapílico) formando radicais 
passíveis de deslocalização eletrônica. Estes radicais acoplam-se entre si de 
maneira randômica, formando um polímero tridimensional com possibilidades 
ilimitadas de combinação (Hatakeyama e Hatakeyama, 2010; Ramos et al. 2017). Na 
literatura, vários autores identificam a ligação β-O-4 como a ligação dominante na 
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estrutura da lignina, com participação entre 40 e 60% (Veloso et al., 1993; Picart et 
al 2015; Zhang et al 2016), enquanto que as ligações β-5 e 5,5’ representam juntas 
em torno de 20% (Santos, 2008) (Figura 7B). Outras ligações podem ser 
frequentemente encontradas, como ligações éter que envolvem cadeias alifáticas e 
anéis aromáticos (α- -4’) e ligações carbono-carbono entre cadeias alifáticas C3  
(β-β’, α-α’, α-β’), entre as cadeias alifáticas e os anéis aromáticos (β-5’, β-1’, α-1’,  
β-6’) e entre carbonos aromáticos (5-5’) (Veloso et al., 1993). Um modelo estrutural 
de um fragmento de lignina está apresentado na Figura 8, sendo que sua 
interligação com fragmentos de hemiceluloses está representado pela ocorrência de 
pontes diferúlicas, que correspondem a duas moléculas de ácido ferúlico unidas por 
ligação  
C-C do tipo 5-5’. No entanto, é importante ressaltar que esse modelo foi elaborado 
para bagaço de cana e não para madeiras duras como o eucalipto. 
A lignina é um componente de grande importância para a planta. No entanto, 
em muitos processos industriais que utilizam materiais lignocelulósicos como 
matéria-prima, seja na indústria de papel e celulose ou na produção de 
biocombustíveis líquidos como o etanol, sua remoção é muito importante para 
conferir eficiência ao processo e propriedades adequadas ao produto final. Porém, a 
exigência de uma ou mais etapas de deslignificação gera aumentos significativos no 
investimento de capital e no custo operacional do processo. Dessa forma, o uso da 
deslignificação dificilmente se justifica em processos cujo produto não oferece um 
retorno à altura do investimento exigido. 
Além dos componentes majoritários da lignocelulose, também são 
encontrados componentes de baixa massa molar, os quais incluem uma variedade 
de compostos orgânicos cuja presença é governada por uma série de fatores, entre 
eles os de natureza genética e climática. Os extraíveis são geralmente compostos 
por lipídeos, ácidos graxos, álcoois graxos, fenóis, terpenos, esteroides, resinas 
ácidas e ceras, dentre outras substâncias que se apresentam na forma de 
monômeros, dímeros ou polímeros (Santos, 2008). Estes constituintes são 
frequentemente responsáveis por determinadas características da planta, como cor, 
cheiro, resistência natural de agentes deterioradores e sabor. Os extraíveis ocorrem 
na casca, folhas, flores, frutos e sementes e quase sempre a quantidade nessas 
partes da planta é proporcionalmente maior que na madeira ou lenho propriamente 

































































































































A lignocelulose é um material resistente à biodegradação. Desta forma, para 
obter um hidrolisado com elevado teor de açúcares fermentescíveis, faz-se 
necessário superar esta resistência natural, também denominada recalcitrância. O 
pré-tratamento representa uma etapa “chave” do processo de produção de etanol 
celulósico por acarretar uma diminuição dos fatores estruturais que dificultam a 
reatividade de materiais lignocelulósicos a processos biológicos como a hidrólise 
enzimática (Balat, 2011; Chandra et al., 2007).  
Vários métodos de pré-tratamento têm sido propostos na literatura para o 
aproveitamento de materiais lignocelulósicos. Tais técnicas são baseadas em 
processos mecânicos, físicos, químicos, biológicos ou na combinação destes 
(Tabela 1). Dentre estes processos, podem ser destacados os que utilizam hidrólise 
ácida (Hsu et al., 2009), organosolv (Mood et al., 2013), amônia líquida (AFEX, do 
inglês Ammonia fibre expansion) (Gao et al., 2010; Li et al., 2010), explosão a vapor 
(Sun et al., 2009; Pitarelo et al., 2012; Ramos et al., 2015) e hidrólise alcalina 
(Curreli et al., 1997; Zheng et al., 2009), todos com o propósito de desagregar a 
estrutura da lignocelulose para produzir combustíveis renováveis ou insumos 
químicos a partir da biomassa. De acordo com Ramos (2003), as melhores opções 
de pré-tratamento são aquelas que combinam métodos físicos e químicos.  
A hidrólise e remoção das hemiceluloses é um dos principais efeitos do pré-
tratamento ácido sobre a estrutura e composição química da biomassa 
lignocelulósica (Zhao et al., 2012). Isso pode ser explicado pela ocorrência de 
ligações glicosídicas lábeis em sua estrutura, cuja acessibilidade química advém da 
heterogeneidade de suas cadeias polissacarídicas. O pré-tratamento ácido é 
normalmente realizado em temperaturas na faixa de 140 a 200 ºC, podendo 
promover, dependendo de alguns fatores, recuperações acima de 80 % das 
hemiceluloses na forma de um hidrolisado (Lima et al., 2013). Dentre os principais 
fatores que determinam a eficiência de um pré-tratamento ácido destacam-se a 
temperatura, a concentração do catalisador, o tamanho de partícula do material, o 






Tabela 1. Principais técnicas de pré-tratamento que já foram aplicadas a materiais 
lignocelulósicos (Ogeda e Petri, 2010; Neves, 2014; Gomes, 2016). 










Biodegradação da lignina e da hemicelulose. 
Os fungos da podridão branca são os mais 
utilizados por produzirem lacases e 
peroxidases que degradam a lignina 
Ishola et al., 2014; 






Moagem Diminuição do tamanho de partícula e aumento da área superficial da biomassa Teixeira et al., 2013 
Irradiação 
Absorção de energia no interior da biomassa 
formando radicais que são capazes de 
romper as ligações do complexo lignina-
carboidrato 
Ribeiro et al., 2013 








Hidrólise das hemiceluloses, modificação da 
estrutura da lignina e aumento da 
acessibilidade da celulose 
Pappas et al., 2011; 
Zhou et al., 2014 
Extração 
alcalina 
Extração da lignina e hidrólise de ligações 
aril-éter, diminuindo sua massa molar 
Rabelo et al., 2014 
Silva et al., 2015 
Líquido iônico 
Solubilização dos carboidratos e/ou lignina 
devido a sua alta polaridade e fortes 
interações intermoleculares com a matriz 
Silveira et al., 2015b; 




Hidrólise ácida parcial, aumento da área 
superficial e diminuição do grau de 
polimerização dos polissacarídeos 
Gao et al., 2010; 












Deslignificação seletiva da biomassa, cuja 
eficiência pode ser aumentada com o uso de 
um catalisador ácido exógeno 
Torre et al., 2013 
AFEX 
Exposição da biomassa à amônia líquida sob 
altas pressões e temperaturas (160 a 180 °C), 
seguido de descompressão do conteúdo do 
reator em um tanque coletor 
Li et al., 2010; Silveira 
et al., 2015a 
Hidrotermólise 
Hidrólise ácida parcial das hemiceluloses e 
redistribuição da lignina via auto-hidrólise, 
tornando a celulose mais acessível à hidrólise 
enzimática 
Pérez et al., 2008; 
 Zhuang et al., 2016 
Explosão a 
vapor 
Desconstrução da estrutura da parede celular 
via hidrólise ácida parcial das hemiceluloses e 
redistribuição da lignina. Pode ser realizada 
na ausência ou na presença de catalisadores 
exógenos ácidos ou básicos 
Carrasco et al., 2010; 
Rocha et al., 2012; 




O pré-tratamento com solventes orgânicos (ou organosolv) pode empregar 
metanol, etanol, acetona, tetraidrofurano ou etileno glicol e a principal característica 
desse processo é a hidrólise das ligações mais internas da estrutura da lignina e do 
complexo lignina-carboidrato e isso resulta na recuperação de uma lignina mais 
pura, podendo com isto representar um coproduto de grande interesse comercial 
para aplicações em biorrefinarias (Wildschut et al., 2013). O processo de organosolv 
exige que o solvente percole a biomassa removendo componentes de baixa massa 
molar e promovendo, particularmente no caso da catálise ácida, a hidrólise das 
ligações aril-éter da lignina, o que favorece a sua remoção. Para que seja 
considerado um bom solvente, esse deve apresentar baixa massa molar, baixo 
custo, grande disponibilidade e baixo ponto de ebulição, de modo a facilitar tanto a 
extração quanto a sua recuperação e reuso (Mood et al., 2013). Como dito 
anteriormente, esse processo pode ser realizado com líquidos de baixo (e.g., etanol, 
metanol, acetona e gama-valerolactona) ou mais alto (e.g., etilenoglicol ou glicerol) 
ponto de ebulição, na presença ou não de um catalisador ácido (Terán Hilares et al., 
2017). 
O processo AFEX diferentemente dos pré-tratamentos de natureza ácida, 
quase nenhuma hidrólise de hemiceluloses ocorre durante o processo, resultando na 
recuperação de sólidos em alto rendimento, com teor de umidade muito baixo e alta 
acessibilidade química. Além disso, os sólidos resultantes desse processo exibem 
alta área superficial e baixo grau de cristalinidade, com a possibilidade de 
transformação da forma alomórfica do componente celulósico. Este processo 
também pode fornecer alguma modificação química da lignina, principalmente 
devido à clivagem de ligações aril-éter, produzindo fragmentos de lignina de massa 
molar intermediária que podem ser facilmente extraídos (Silveira et al., 2015a). 
Atualmente, há muito interesse nos princípios da química verde e, em 
particular, na substituição de solventes comuns por alternativas mais seguras e pelo 
uso de matérias-primas renováveis que ajudam a tornar os processos de pré-
tratamento mais sustentáveis. A água é um dos melhores candidatos porque é 
econômica, ambientalmente amigável e pode ser usada em uma ampla gama de 
processos para a conversão de biomassa em combustíveis líquidos. Além disso, a 
necessidade de processar biomassas com alto teor de umidade também incentivou 
o desenvolvimento de tecnologias hidrotérmicas. O tipo de conversão em processos 
hidrotérmicos depende da temperatura e da pressão empregadas. Em geral, 
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temperaturas inferiores a 200 °C produzem um material fibroso, enquanto que em 
temperaturas de 200 a 350 °C, a formação de uma corrente líquida predomina em 
processo denominado liquefação hidrotérmica. Os processos hidrotérmicos são 
geralmente definidos como tecnologias químicas e físicas que utilizam água líquida 
ou supercrítica em altas temperaturas (100-600 °C) e altas pressões (acima do 
ponto de saturação de 400 bar, sendo que 1 bar = 1x105 Pa). As etapas do pré-
tratamento hidrotérmico podem ser explicadas da seguinte forma: em temperaturas 
de aproximadamente 100 °C, componentes solúveis em água (extrativos incluindo 
carboidratos) se dispersam na água, enquanto que a hidrólise das hemiceluloses e 
de parte da celulose (particularmente em oligômeros) começa em temperaturas 
superiores a 150 °C. Em temperaturas acima de 200 °C e 10 bar de pressão, a 
biomassa processada torna-se uma suspensão de alta viscosidade, e quando acima 
de 300 °C e 100 bar, a biomassa é liquefeita gerando a recuperação de um produto 
oleoso (Silveira et al, 2015). Embora os processos hidrotérmicos sejam muito 
atraentes para processamento convencional de biomassa, eles têm algumas 
limitações, como a necessidade de equipamentos especializados para resistir a altas 
temperaturas e pressões e, por vezes, a meios corrosivos devidos à alta acidez e ao 
elevado nível de oxigênio dissolvido. No caso da água supercrítica, a energia 
necessária para alcançar atingir o ponto crítico também precisa ser contabilizada 
(Silveira et al, 2015).  
Um dos processos mais estudados para o pré-tratamento da biomassa é a 
explosão a vapor (Cara et al., 2008; Carrasco et al., 2010; Rocha et al., 2012; 
Ramos et al., 2015), que é conhecida por atuar tanto química quanto fisicamente na 
estrutura da biomassa (Ramos, 2003). A explosão a vapor, que foi inicialmente 
introduzida e patenteada por William H. Mason em 1926, aumenta a susceptibilidade 
da celulose à hidrólise enzimática (Baudel, 2006; Martin-Sampedro et al., 2014) por 
promover a desconstrução da estrutura associativa da parede celular vegetal, 
aumentando a área superficial de contato particularmente através da hidrólise ácida 
parcial das hemiceluloses (Pitarelo et al., 2012; Schütt et al., 2012). Entretanto, o 
efeito do pré-tratamento é dependente da composição da biomassa e das condições 
experimentais empregadas (Hendriks e Zeeman, 2009). Na explosão a vapor, a 
biomassa é tratada com vapor saturado a temperaturas entre 140 e 240 °C por 
alguns minutos e, em seguida, é submetida a uma rápida descompressão à pressão 
atmosférica (Ramos, 2003; Hendriks e Zeeman, 2009). Este processo pode ocorrer 
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na ausência ou na presença de catalisadores externos, como CO2 (Kim e Hong, 
2001), SO2 (Carrasco et al., 2010) ou soluções diluídas de H2SO4 (Cara et al., 2008; 
Emmel et al., 2003) ou H3PO4 (Gámez et al., 2006). Neste pré-tratamento, o vapor 
penetra e condensa no interior da estrutura lignocelulósica, carreando consigo ou 
não a presença de catalisadores exógenos. Durante a descompressão, esta água se 
expande rapidamente e é parcialmente evaporada, gerando literalmente uma 
explosão que auxilia no desconstrução da estrutura coesiva do material de origem 
(Wang et al., 2015; Duque et al., 2016). 
No caso de nenhum catalisador exógeno ser adicionado à explosão a vapor, 
o processo é chamado de auto-hidrólise, onde a quebra das ligações glicosídicas é 
dependente dos ácidos liberados a partir da própria biomassa. Muito embora o ácido 
acético seja considerado o principal catalisador ácido da auto-hidrólise, outros 
ácidos orgânicos também são formados a partir da decomposição de pentoses e 
hexoses (ácido levulínico e ácido fórmico) sob condições de alta pressão e 
temperatura (Figura 9) (Ramos, 2003). Durante o processo de explosão a vapor, 
todos os componentes da biomassa sofrem hidrólise, mas as hemiceluloses são 
mais fortemente comprometidas por este tipo de reação. A explosão a vapor não 
gera apenas monossacarídeos, mas também oligômeros de alta e baixa massa 
molar, além de outros produtos de desidratação de hexoses e pentoses, como 
hidroximetilfurfural e furfural, respectivamente (Ramos, 2003). A extensão de cada 
reação é dependente das condições de pré-tratamento de tempo, temperatura e 
presença e concentração de catalisadores. Neste pré-tratamento a fração insolúvel é 
recuperada com altos teores de glucanas (celulose) e lignina parcialmente 
modificada, sendo que a maior parte desta lignina pode ser removida por extração 
alcalina. 
Outro método de pré-tratamento aplicado a materiais lignocelulósicos é a 
deslignificação alcalina, sendo NaOH a base mais utilizada nesse processo. O pré-
tratamento alcalino promove intensa deslignificação da biomassa, aumentando a 
reatividade das fibras sob temperaturas e pressões bem mais moderadas que as 
utilizadas no pré-tratamento por explosão a vapor. Além disto, o custo dos reagentes 
e do procedimento operacional tende a ser mais baixo (Baudel, 2006). As vantagens 
do uso de alcalinidade sobre os métodos ácidos são o uso de condições mais 
amenas e a remoção da lignina sem causar a degradação dos polissacarídeos da 




















































































































































































































































Segundo Kim e Hong (2001), um pré-tratamento efetivo deveria remover 
todos os grupamentos acetila e reduzir a quantidade de lignina do substrato em até 
pelo menos 10 %, o que se adequa à realidade da deslignificação alcalina. Assim, a 
remoção da lignina aumenta a efetividade da enzima por eliminar sítios de adsorção 
não produtiva e aumentar o acesso desta aos polissacarídeos do substrato. 
A deslignificação parcial facilita o contato do meio alcalino com os 
carboidratos, promovendo o inchamento da biomassa e o aumento de sua superfície 
de contato. Isto facilita ainda mais a migração da água para dentro da estrutura que, 
uma vez presente, auxilia o rompimento das ligações de hidrogênio entre os 
polissacarídeos da parede celular (Balat, 2011). 
A deslignificação alcalina tem como característica redução da cristalinidade 
da celulose, rompimento das ligações mais lábeis dos complexos lignina-carboidrato, 
diminuição do grau de polimerização pela clivagem da ligação glicosídica dos 
polissacarídeos e, mais importante, desestruturação da lignina através do 
rompimento das ligações aril-éter do tipo β-O-4, cuja proposta mecanística de 
eliminação E2 é apresentada na Figura 10 (Chen et al., 2013; Zheng et al., 2014; 
Singh et al., 2015; Ramos et al., 2017). A base no meio abstrai o próton do carbono 
α e o par de elétrons da ligação remanescente forma a ligação π entre carbonos α e 
β, quebrando desta forma a ligação β-O-4.  
Uma alternativa ao pré-tratamento da biomassa é o uso de ultrassom, que é 
conhecido por diminuir o grau de polimerização da celulose e auxiliar na redução do 
tamanho das partículas (Ingram; Wood; Aldrich, 1997). Este processo pode ser 
influenciado por variáveis como temperatura, tempo, potência do ultrassom e 
propriedades macroestruturais do substrato. Dentre as principais vantagens das 
tecnologias de pré-tratamento assistido por ultrassom estão a possibilidade do uso 
de menores temperaturas, a diminuição no tempo de reação e a eventual redução 
na quantidade de catalisador necessária para o pré-tratamento (Silveira et al., 
2015a). As ondas ultrassônicas, quando aplicadas a um líquido, causam ciclos de 
compressão (pressão positiva) e expansão (pressão negativa) formando bolhas de 
cavitação. Portanto, após ciclos contínuos de compressão e expansão, as bolhas de 
cavitação se expandem para um tamanho crítico e colapsam, dissipando calor pela 




Um pré-tratamento, para ser considerado efetivo, deve promover aumentos 
na área superficial e na porosidade da biomassa, modificar e remover lignina, 
despolimerizar parcialmente as hemiceluloses, ser economicamente viável e limitar 
os custos associados ao tratamento dos resíduos. Além disto, deve produzir 
substratos susceptíveis aos processos de hidrólise e não gerar inibidores à hidrólise 
e fermentação (Su e Cheng, 2002; Kumar et al., 2009; Silveira et al., 2015a). 
 
 
Figura 10. Proposta mecanística da quebra das ligações β-O-4 (Adaptado de 
Ramos et al., 2017). 
 
2.3 HIDRÓLISE ENZIMÁTICA 
A etapa posterior ao pré-tratamento é a sacarificação dos polissacarídeos da 
biomassa (celulose e hemicelulose) em açúcares fermentescíveis, etapa essa 
realizada por diferentes classes de enzimas que visam a conversão de todo o 
carboidrato disponível no substrato. No caso da celulose, a hidrólise enzimática 
envolve majoritariamente três classes de hidrolases: as celobiohidrolases (CBH - EC 
3.2.1.91), também conhecidas como exo-β-1,4-glucanases (ExG), as endo-β-1,4-
glucanases (EnG; EC 3.2.1.4), e as β-glucosidases (βG; EC 3.2.1.21) (Vinzant et al., 
2001). As celulases comerciais em sua grande maioria são produzidas por 
Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina) e este foi o primeiro fungo a ser utilizado na 
produção industrial dessas enzimas (Ogeda e Petri, 2010).  
Trata-se de um fungo filamentoso que produz um complexo enzimático 
completo, contendo 4  endoglucanases (TrCel7B ou EG-I, TrCel5A ou EG-II, 
TrCel12A ou EG-III e TrCel45A ou EG-V), sendo que TrCel7B (EG-I) é principal 
enzima de ação endoglucanásica, correspondendo a 6–10 % da composição do 
complexo (Foreman et al., 2013; Silveira et al., 2014). Já as ExGx podem ser 
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classificadas em dois grupos, CBH-I e CBH-II (TrCel7A e TrCel6A, respectivamente), 
sendo a primeira conhecida pela processividade a partir do terminal redutor para o 
não redutor e a segunda pela atuação no sentido contrário. A CBH-I representa 
aproximadamente 50% do total das enzimas, sendo considerada a principal 
componente do sistema (Wertz et al., 2010). Por fim, a celobiose e outros oligômeros 
de baixa massa molar são reduzidos à glucose pela ação das βG, que estão 
presentes em duas formas (BGI e BGII) no complexo enzimático desse fungo (Qi et 
al., 2017). No entanto, sabe-se que as enzimas de T. reesei são normalmente 
deficitárias de atividade -glucosidásica.  
De acordo com Wood e McCrae (1979), a hidrólise enzimática se inicia com 
a formação de terminais redutores e não redutores ao longo da cadeia de celulose e 
isto se deve majoritariamente à ação das EnGs que cortam interiormente as cadeias 
e produzem celobiose como produto majoritário. Assim, as enzimas do complexo 
celulolítico agem de forma sinérgica (Figura 11) e esse sinergismo faz com que a 
velocidade de formação de produtos solúveis seja maior do que a velocidade de 
ação isolada destas enzimas (Sandgren et al., 2005). A cooperação entre as 
enzimas é importante porque as celulases podem ser inibidas pelo acúmulo dos 
produtos da hidrólise, particularmente a celobiose no caso das exoglucanases. 
Diferença estruturais entre os sítios catalíticos de EnGs e ExGs explicam os 
seus modos de ação durante a hidrólise de materiais celulósicos: a primeira o possui 
na forma de fenda, enquanto a segunda, em formato de túnel (Rabinovich et al., 
2002). Assim, as EnGs atuam majoritariamente nas regiões não cristalinas e 
promovem a quebra de ligações glicosídicas ao longo da cadeia celulósica, gerando 
duas novas extremidades de cadeia, o que promove a relação de sinergia do tipo 
endo-exo. Enquanto isso, as ExGs adsorvem na superfície do substrato para que a 
cadeia de celulose adentre o túnel catalítico, que libera celobiose a cada ciclo de 
reação (Beckham et al. 2010). Tanto as EnG como as ExG podem exibir em sua 
estrutura um módulo de ligação ao carboidrato (CBM, do inglês carbohydrate binding 
module), um peptídeo majoritariamente não hidrolítico que tem alta afinidade pelos 
polissacarídeos e é responsável pela adsorção eficiente da enzima na superfície do 
substrato (Várnai et al. 2013). Para se ligar à parte cristalina da celulose, os CBMs 
de T. reesei têm três resíduos de tirosina (Tyr), além de aspargina (Asn) e glutamina 
(Gln), que são capazes de formar ligações de hidrogênio com a celulose. 
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Outras proteínas também estão envolvidas neste processo de hidrólise, 
como suoleninas e GH61 (glicosil-hidrolase família 61, atualmente AA9 - Auxiliary 
Activities family 9), sendo que esta última pertence à classe das monooxigenases 
líticas de polissacarídeos (LPMOs - do inglês oxidative lytic polysaccharide 
monooxygenases). Estudos recentes têm mostrado que a GH61 potencializa a ação 
das enzimas hidrolíticas, principalmente nas regiões cristalinas, resultando em 
rendimentos de hidrólise significativamente maiores (Harris et al., 2010; Horn et al., 
2012). 
 
Figura 11. Sinergismo entre o complexo celulolítico durante a hidrólise enzimática 
da celulose (Silveira et al., 2014). 
  
As GH61 são cobre-dependentes, sendo que a clivagem oxidativa exige a 
presença de um composto doador de elétrons. Essa oxidação ocorre no C1 da 
glucose, entretanto, as GH61 são também capazes de oxidar em C4 e C6 (Horn et 
al., 2012; Levasseur et al., 2013). A ação das suoleninas ocorre através de um 
inchamento das cavidades, perturbando a estrutura das ligações químicas 
envolvidas e, portanto, aumentando a susceptibilidade do substrato à hidrólise 
enzimática (Arantes, Saddler, 2010).  
Dois mecanismos principais de substituição nucleofília bimolecular (SN2) são 
sugeridos para a hidrólise da celulose (Melo e Carvalho, 2006), podendo essa 
ocorrer por inversão ou por retenção da configuração do carbono anomérico (C1). 
No mecanismo de inversão (Figura 12A), um resíduo de carboxilato desprotona uma 
molécula de água do meio. O par de elétrons do oxigênio da ligação glicosídica  
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β-(1-4) desprotona uma segunda molécula de ácido carboxílico gerando íon 
carboxilato no meio, resultando na inversão da estereoquímica do C1. 
A possibilidade do ânion carboxilato também atuar como nucleófilo no 
ataque ao anel glicosídico enseja a ocorrência de um segundo tipo de mecanismo 
de hidrólise, no qual observa-se a retenção de configuração (Figura 12B). Este se 
inicia com um ataque nucleofílico do íon carboxilato direto ao C1, e o par de elétrons 
do oxigênio glicosídico desprotona uma molécula de ácido carboxílico liberando no 
meio outro íon carboxilato. Em uma segunda etapa este íon carboxilato formado 
desprotona uma molécula de água e o íon hidróxido faz um ataque nucleofílico ao 




Figura 12. Representação dos mecanismos para clivagem das ligações β-(1-4) com 
(A) inversão e (B) retenção de configuração (Melo e Carvalho, 2006).  
 
A distância entre os resíduos ácidos envolvidos na catálise determina o 
mecanismo de ação. Quando esta distância for em média de 5,5 Å, a reação levará 
à retenção e quando for superior ou em torno de 10 Å, esta se dará pelo mecanismo 
de inversão (Cairns e Esen, 2010). 
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Nos últimos anos, não apenas a descoberta de novas celulases como a 
elucidação dos mecanismos de regulação destas em diferentes microrganismos tem 
sido priorizada por vários grupos de pesquisa (Rabinovich et al., 2002, Arantes et al., 
2014; Walton e Davies, 2016; Bhardwaj et al., 2017). Neste sentido, as celulases do 
fungo Trichoderma reesei são as mais intensamente estudadas e mais comumente 
utilizadas tanto em laboratórios e quanto em escala piloto para a produção de etanol 
celulósico (Menon e Rao, 2012; Van Dyk e Pletschke, 2012; Treebupachatsakul et 
al., 2015; Fang et al., 2015). Por outro lado, várias empresas buscam o 
desenvolvimento de preparações mais eficientes para aplicação neste ramo de 
pesquisa e desenvolvimento. Em 2009, a Novozymes (Bagsvaerd, Dinamarca) 
lançou a Cellic CTec, uma mistura de celulases (endo e exo-glucanases),  
β-glucosidases e enzimas auxiliares que atuam em sinergia durante a hidrólise da 
celulose. Esse coquetel enzimático foi especialmente desenvolvida para atuar no 
processo de produção de etanol celulósico a partir de uma grande variedade de 
biomassas. O complexo celulásico Cellic CTec3 é considerado o mais desenvolvido 
desta linha, pois, apresenta uma eficiência 1,5 vezes maior na conversão de 
materiais lignocelulósicos do que seu antecessor, Cellic CTec2 (Novozymes, 2012). 
 
2.4 FERMENTAÇÃO 
Após a etapa de hidrólise, o próximo passo é a fermentação dos hidrolisados 
a etanol e dióxido de carbono pela ação de um determinado grupo de organismos 
unicelulares denominados leveduras, em condições de anaerobiose (Hagman et al., 
2012). Na teoria, a cada 100 g de glucose são produzidos 51,2 g de etanol e 48,8 g 
dióxido de carbono, mas, na prática, os microrganismos também utilizam parte da 
glucose para o seu crescimento (Pandey et al., 2000).  
Na fermentação alcoólica a primeira etapa é a glicólise, na qual a molécula é 
degradada por meio de uma série de reações catalisadas por 10 enzimas 
específicas em duas fases (investimento e pagamento), gerando duas moléculas de 
piruvato (Tabela 2).  
Na fase preparatória ou de investimento, que engloba as cinco primeiras 
etapas, não ocorre armazenamento de energia. Na realidade, duas moléculas de 
trifosfato de adenosina (ATP) são investidas nas reações de fosforilação. Na etapa 1 
ocorre a fosforilação da glucose com a doação de um fosfato da molécula de ATP, 
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sendo esta uma reação irreversível e com consumo de energia. Já no próximo passo 
2, a glucose-6-fosfato sofre isomerização reversível através da enzima fosfo-hexose-
isomerase, gerando frutose-6-fosfato que na etapa 3, é fosfoforilada pelo ATP pela 
enzima fosfofrutoquinase em reação novamente irreversível e com gasto de energia. 
As etapas 4 e 5 envolvem a clivagem da frutose-1,6-bifosfato pela frutose-1,6-
bifosfato-aldolase e as trioses geradas sofrem interconversão pela enzima triose-
fosfato-isomerase, respectivamente. Dentre as etapas descritas acima, as mais 
importantes são as que consomem ATP formando glucose-6-fosfato e frutose-1,6-
bifosfato, que correspondem às etapas 1 e 3, respectivamente (Azevedo, 2009; 
Nelson e Cox, 2014). 
 
Tabela 2. Enzimas envolvidas e produtos gerados na glicólise. 








1 hexoquinase glucose-6-fosfato 
2 fosfo-hexose-isomerase frutose-6-fosfato 
3 fosfofrutoquinase frutose-1,6-bifosfato 
4 frutose-1,6-bifosfato-aldolase 
diidroxicetona fosfato  
+ gliceraldeído-3-fosfato 









1,3-bifosfoglicerato + 2 
NADH 
7 fosfoglicerato-quinase 2 ATPs + 3-fosfoglicerato 
8 fosfoglicerato-mutase 2-fosfoglicerato 
9 enolase fosfoenolpiruvato 
10 piruvato-quinase piruvato + 2 ATP 
 
A fase de pagamento inicia-se pela etapa 6 com a oxidação do gliceraldeído 
3-fosfato pela enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase em reação reversível. 
No próximo passo 7, há a produção de ATP pela fosforilação de ADP e a conversão 
do 1,3-bifosfoglicerato em 3-fosfoglicerato pela fosfoglicerato-quinase, seguida de 
rearranjo (8) no qual o fosfato passa do C3 para o C2, formando então o  
2-fosfoglicerato. A etapa 9 promove a desidratação do 2-fosfoglicerato pela enolase, 
formando o fosfoenolpiruvato, e, por fim 10, o fosfoenolpiruvato transfere o grupo 
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fosfato para um ADP através da enzima piruvato-quinase em reação irreversível, 
formando piruvato e ATP. Assim dá-se o pagamento dos 2 ATP empregados na fase 
de investimento. 
O estágio seguinte é a conversão do piruvato em etanol e CO2, onde 
primeiramente ocorre a descarboxilação do piruvato catalisada pela piruvato 
descarboxilase em uma reação irreversível originando acetaldeído. Finalmente, com 
a ação da álcool desidrogenase, o acetaldeído é reduzido a etanol (Figura 13). 
 
 
Figura 13. Síntese de etanol a partir do piruvato empregando a enzima álcool 
desidrogenase (Adaptado de Eran e Ma, 2013). 
 
O microrganismo mais utilizado para este processo é uma levedura 
denominada Saccharomyces cerevisiae, que tem aplicação industrial por fermentar 
hexoses eficientemente, resultando em altas produções de etanol. Este 
microrganismo apresenta atividade ótima em pH 4,5 e 37 °C, entretanto, seu 
metabolismo não é capaz de fermentar pentoses como a xilose, o principal 
constituinte da fração hemicelulósica da biomassa (Santos et al., 2010; Yuan et al., 
2011).  
A fermentação pode ser integrada com outras etapas do processo de várias 
formas, como SHF, SSF, CF, SSCF e CBP conforme indicado na Figura 1, no 
entanto, os processos de SHF e SSF são os mais estudados. A principal vantagem 
do SHF é permitir que os processos de hidrólise enzimática e fermentação ocorram 
em suas condições ótimas (Santos et al., 2010). Entretanto, o processo SSF reduz o 
tempo de processamento, pois a glucose liberada por hidrólise é rapidamente 
convertida a etanol pela levedura, reduzindo a inibição das celulases pelo acúmulo 
dos produtos de hidrólise (Watanabe et al., 2010).  
 




3.1 OBJETIVO GERAL 
Otimizar a produção de etanol celulósico a partir de Eucalyptus urograndis 
explodido a vapor e avaliar o efeito da deslignificação alcalina sobre os rendimentos 
do processo, buscando estabelecer um estudo comparativo em relação ao 
comportamento do bagaço de cana-de-açúcar. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Determinar as melhores condições de pré-tratamento por explosão a vapor 
de cavacos de Eucalyptus urograndis utilizando planejamento fatorial; 
 Avaliar o efeito da deslignificação alcalina dos cavacos de eucalipto com e 
sem auxílio do ultrassom; 
 Caracterizar quimicamente as frações derivadas do pré-tratamento e 
determinar o balanço de massa dos principais componentes da biomassa; 
 Investigar a susceptibilidade à hidrólise enzimática de todos os substratos 
celulósicos obtidos; 
 Analisar comparativamente a produção de etanol a partir dos substratos 
produzidos empregando alto teor de sólidos totais e fermentação com 
diferentes leveduras; 
 Comparar o desempenho de E. urograndis em sua condição de melhor 








Os cavacos de Eucalyptus urograndis foram obtidos junto à EMBRAPA-
Florestas (Colombo, PR), enquanto que o bagaço de cana-de-açúcar foi obtido junto 
ao Centro de Tecnologia Canavieira - CTC (Piracicaba, SP). As preparações 
enzimáticas empregadas para a sacarificação dos substratos pré-tratados foram as 
Cellic CTec2 e Cellic CTec3, ambas fornecidas pela Novozymes Latin América 
(Araucária, PR). As leveduras utilizadas nos ensaios de fermentação foram as 
Thermossac® Dry e CAT-1, ambas linhagens de Saccharomyces cerevisiae, sendo a 
primeira fornecida pela empresa Lallemand Specialties Inc. (Milwaukee, EUA) e a 
segunda cedida pela LNF Latino América (Bento Gonçalves, RS). 
Os demais reagentes e solventes orgânicos foram adquiridas no mercado 
em especificação para análise e não sofreram nenhum tipo de tratamento antes de 
sua utilização. Padrões e solventes para análise cromatográfica foram adquiridos da 
Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA). 
 
4.2 MÉTODOS 
Serão apresentadas neste capítulo as metodologias empregadas na 
caracterização de materiais in natura e substratos pré-tratados, assim como os 
procedimentos experimentais que foram adotados para os pré-tratamentos e 
posterior verificação da susceptibilidade à hidrólise enzimática e fermentação dos 
hidrolisados produzidos nas condições experimentais de melhor desempenho. A 
estratégia de ação utilizada neste trabalho está apresentada na Figura 14. 
 
4.2.1 Análise química dos materiais celulósicos 
A caracterização inicial dos substratos foi realizada na UFPR segundo as 
normas do National Renewable Energy Laboratory (NREL) conforme indicado na 
Tabela 3. Ensaios complementares como a análise de oligômeros hidrossolúveis, a 
determinação de carboidratos por metanólise e a determinação de massas molares, 
polidispersidade e grau de polimerização dos substratos foram realizados estágio 
sanduíche no Grupo Biopolymer Analytics da Universität für Bodenkultur (BOKU) em 





Figura 14. Estratégia de ação empregada para o desenvolvimento deste trabalho 
(PT = pré-tratamento; US = ultrassom). 
 
Tabela 3. Caracterização química dos substratos celulósicos com suas respectivas 
normas. 
Análises Descrição Norma 
Extraíveis Extração água e etanol NREL/TP-510-42619 
Umidade Balança de infravermelho NREL/TP-510-42621 
Cinzas Gravimetria NREL/TP-510-42622 
Carboidratos HPLC  NREL/TP-510-42618 
Lignina Insolúvel Gravimetria NREL/TP-510-42618 
Lignina Solúvel Ultravioleta NREL/TP-510-42617 
 
 
4.2.1.1 Determinação teor de extraíveis 
Cavacos de E. urograndis, previamente moídos em moinho de facas do tipo 
Wiley (60 mesh), foram submetidos a uma extração com etanol em aparelho Soxhlet 
por 16 h e o material extraído foi seco a 40 ºC. As extrações foram realizadas em 
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triplicata utilizando cerca de 3,5 g de material (massa seca), seguindo a norma 
NREL/TP-510-42619 (Sluiter et al., 2008a). 
No caso de bagaço de cana-de-açúcar, cerca de 2 g de material (massa 
seca) previamente moído também foi submetido a uma extração aquosa em Soxhlet 
em duplicata. Posteriormente, o material foi seco a 40 ºC para ser então submetido a 
uma extração em Soxhlet utilizando etanol por 18 h (norma NREL/TP-510-42619) 
(Sluiter et al., 2008a).  
Tanto os extraíveis do eucalipto quanto os de bagaço de cana foram secos 
com o auxílio de um evaporador rotativo modelo IKA RV10 Digital e os seus 
rendimentos mássicos foram determinados por gravimetria em relação à massa seca 
do material de origem.  
 
4.2.1.2 Determinação de massa seca e cinzas 
A determinação da umidade dos materiais lignocelulósicos foi realizada em 
balança de infravermelho (Shimadzu Modelo MOC63u) de acordo com a norma 
NREL/TP-510-42621 (Sluiter et al., 2008b). Já os teores de cinzas foram 
determinados por gravimetria em mufla Quimis Modelo Q-318S24 a 575 °C segundo 
a norma NREL/TP-510-42622 (Sluiter et al., 2008c).  
 
4.2.1.3 Determinação de carboidratos e lignina 
As composições químicas dos materiais celulósicos livres de extraíveis e dos 
substratos pré-tratados foram determinadas de acordo com os métodos NREL/TP-
510-42618 (Sluiter et al., 2012) e NREL/TP-510-42617 (Hyman et al., 2008), 
gerando teores de lignina insolúvel em meio ácido (determinado por gravimetria), de 
lignina solúvel em meio ácido (determinado por espectroscopia no ultravioleta) e 
carboidratos (determinado por cromatografia a líquido). Estes métodos consistem na 
hidrólise de aproximadamente 0,3 g de amostra empregando 3 mL de ácido sulfúrico 
72% a 30 °C por 1 h, com agitação constante utilizando um bastão de vidro. Em 
seguida, foi realizada uma diluição do material com 84 mL de água destilada e o 
conjunto foi tratado em autoclave a 121 °C por 1 h. O material resultante foi filtrado e 
a massa retida no cadinho de Gooch foi quantificada, enquanto que o filtrado foi 
analisado por espectrometria no ultravioleta da marca/modelo Carry 100 Scan no 
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comprimento de onda de 240 nm para determinação da lignina solúvel em ácido 
(LSA) foi realizada de acordo com a Equação 1. 
 
             (Equação 1)  
 
Já a composição em carboidratos foi determinada no hidrolisado deste 
procedimento usando Cromatografia a Líquido de Alta Eficiência (HPLC do inglês 
High performance liquid chromatography). O equipamento utilizado, da marca 
Shimadzu, consiste de um sistema de deslocamento positivo de alta pressão LC-20, 
desgaseificador de fase móvel DGU-14A, amostrador automático SIL-10AF, modo 
de controle CBM-20A, forno de aquecimento de coluna modelo CTO-10A e dois 
sistemas de detecção, um por espectrometria no ultravioleta com rede de fotodiodos 
(UV-DAD) M-10A e outro por refratometria diferencial RID-10A. A coluna utilizada foi 
a Agilent Hi-Plex H (Califórnia, USA) a 65 °C, precedida por pré-coluna Cátion-H e 
eluída com fase móvel H2SO4 5 mmol L-1 a uma vazão de 0,6 mL min-1. A 
quantificação foi efetuada por padronização externa com curvas de calibração 
construídas para cada componente de interesse, onde as faixas de concentração de 
cada analito foram de 0,1 até 1 g L-1 para celobiose, glucose, xilose, arabinose, 
ácido fórmico, ácido acético, hidroximetilfurfural e furfural. 
 
4.2.1.4 Análise dos oligômeros da fração solúvel 
Com o objetivo de analisar a presença de oligossacarídeos na fração solúvel 
derivada do pré-tratamento, 10 mg de amostra foram acetiladas em 1 mL de piridina 
anidra com 1 mL de anidrido acético e 100 μL de solução de dimetilaminopiridina  
(DMAP - 1 mg mL-1 de piridina). Após agitação em Vortex, a mistura reacional foi 
aquecida a 60 °C por 2 h. Posteriormente, a piridina foi eliminada por extração 
líquido/líquido, empregando 1,5 mL de clorofórmio e 2 mL de solução de sulfato de 
cobre (10 % m v-1). Após centrifugação por 2 min e separação de fases, o 
sobrenadante foi retirado e adicionado nova solução de sulfato de cobre. Este 
procedimento foi repetido 5 vezes e finalmente, o clorofórmio foi evaporado em 
capela durante a noite para recuperação dos oligossacarídeos acetilados. 
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Após a acetilação das amostras empregou-se a técnica de cromatografia em 
camada delgada de alta eficiência (HPTLC do inglês high-performance thin layer 
chromatography) usando equipamento da CAMAG (Muttenz, Switzerland):  
com amostrador automático ATS4, cuba cromatográfica automática ADC2, câmara 
de revelação TLC Visualizer e Scanner 3, com o software VisionCats 2.4.  
As amostras foram aplicadas em placas comerciais de cromatografia em camada 
delgada (TLC do inglês thin layer chromatography) TLC Silicagel 60G F254 de vidro  
(20 x 20 cm), previamente lavadas com metanol e, foram eluídas com acetato de 
etila:tolueno em razão volumétrica 7:3.  
A visualização das bandas de eluição foi realizada empregando 
anisaldeído/ácido sulfúrico. O reagente foi preparado a partir da adição 170 mL de 
metanol em 20 mL de ácido acético. Após 30 min em freezer a -80 °C, adicionou-se 
10 mL de ácido sulfúrico sob agitação, para então ser adicionado 1 mL de  
4-metoxibenzaldeído a esta solução. A placa de TLC foi imersa no reagente 
derivatizante por 1 s e depois aquecida a 120 °C por 2-5 min e levada para câmara 
de revelação com detecção a 366 nm. 
 
4.2.1.5 Determinação dos carboidratos por metanólise ácida 
Para uma caracterização mais detalhada dos carboidratos presente na 
fração hemicelulósica das amostras, cerca de 5 mg (massa seca) foram submetidos 
à metanólise ácida pela adição de 2 mL de HCl/metanol 2 mol L-1 em tubos de 
centrífuga que foram levados ao forno durante 5 h a 100 °C, com agitação em Vortex 
a cada 30 min. Depois que as amostras foram resfriada até a temperatura ambiente, 
foram adicionados 200 μL de piridina anidra e 100 μL de solução padrão de sorbitol 
(5 mg mL-1 de metanol). A evaporação da piridina e do metanol foi realizada sob 
fluxo de nitrogênio e as amostras foram deixadas em freezer durante a noite para 
serem posteriormente liofilizadas em equipamento LABCONCO por no mínimo 24 h.  
O passo de derivatização foi realizado com a adição de 200 μL de piridina 
anidra, seguido de 1 h de incubação na temperatura ambiente sem agitação. Depois 
adicionou-se 200 μL de piridina anidra contendo 1,5 mg de dimetilaminopiridina 
(DMAP) mL-1 de piridina e 400 μL de N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) 
contendo 10% de trimetilclorosilano (TMCS). A reação se deu a 70 °C por 2 h. 
Posteriormente, as amostras resfriadas receberam 400 μL de acetato de etila. A 
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mistura foi centrifugada por 5 min e o sobrenadante foi analisado por cromatografia a 
gás (CG) (Sundberg et al., 1996).  
A análise de CG foi realizada em sistema Agilent (Mississauga, ON, Canadá) 
modelo 7890B acoplado com um detector de ionização em chama (GC-FID), com 
volume de injeção de 1 μL e razão de divisão de amostra de 10:1, coluna de metil 
siloxano HP1 (30 m × 0,32 mm; 0,25 μm) e hidrogênio como gás de arraste a uma 
vazão de 2 mL min-1. A temperatura inicial de análise foi de 140 °C por 1 min, 
seguida de aquecimento com taxa de 4 °C min-1 até 210 °C, depois 30 °C min-1 até 
260 °C e isoterma de 5 min até a conclusão da corrida. A temperatura do injetor e do 
detector foram mantidas em 260 e 280 °C, respectivamente, enquanto que o FID foi 
mantido em 320 °C com vazão de H2 a 30 mL min-1. A quantificação foi efetuada por 
padronização externa empregando soluções de referência dos seguintes 
componentes: arabinose, ramnose, fucose, xilose, ácido galacturônico, ácido 4-O-
metil-glucurônico, manose, galactose, glucose e ácido glucurônico. 
 
4.2.1.6 Determinação de massas molares, polidispersidade e grau de polimerização 
dos substratos pré-tratados 
Para a análise da distribuição de massas molares, polidispersidade e grau 
de polimerização dos substratos, cerca de 15-20 mg de amostra seca foi suspensa 
em 200 mL de água  e esse material foi homogeneizado em liquidificador de vidro na 
velocidade máxima do equipamento por 1-3 min. Após a filtração em funil de 
Büchner com papel de filtro de 55 mm de diâmetro, foi realizado um passo de 
deslignificação com 1 mL de clorito de sódio (NaClO2) 1 mol L-1 em 1 mL de tampão 
acetato de sódio 0,4 mol L-1 durante 24 h a 40 °C. O pH da mistura foi ajustado em 6 
com uma solução diluída de ácido acético.  
Após essa etapa de deslignificação, as amostras foram filtradas e lavadas 
para seguir com a troca de solvente, que é feita para eliminação da água presente 
no filtrado usando 4 mL de dimetilacetamida (DMAc) sob agitação em temperatura 
ambiente por no mínimo 12 h. A DMAc foi removida por centrifugação e para a 
dissolução da amostra foi adicionado 1 mL DMAc/LiCl 9% sob agitação na 
temperatura ambiente por no mínimo 24 h.  
O preparo de amostra foi realizado com 0,3 mL de amostra e 0,9 mL de 
DMAc para diluição. Após agitação em vortex as amostras diluídas foram filtradas 
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em filtro 0,45 μm e levadas para análise em cromatografia de permeação em gel 
(GPC do inglês gel permeation chromatography). As amostras (100 μL) foram então 
injetadas com auxílio de um amostrador automático (HP100) em 4 colunas de GPC 
em série (PLgel MIXED A LS, 20 μm, 7.5 x 300 mm - Agilent), tendo como fase 
móvel DMAc/LiCl (0,9 % m/V) filtrado em 0,02 μm em vazão de 1 mL min-1. O sinal 
foi monitorado por detector de espalhamento de luz de multi-ângulo (MALLS do 
inglês multi-angle laser light scattering - Wyatt Dawn Heleos II) com feixe de laser de 
argônio (λ0 = 488 nm, Dawn DSP; λ0 = 658 nm, Dawn Heleos) e por índice de 
refração (RI - Shodex RI-71). O sistema analítico contava com um desgaseificador 
(Dionex DG-2410), um sistema de deslocamento positivo Kontron 420 e um 
amortizador de pulso.  
A distribuição de massas molares e outros parâmetros foram calculadas no 
software Astra com base em um índice de refração dn/dc de 0,136 mL g-1 para 
celulose em DMAc/LiCl (0,9 % m/V) a 25 °C (Röhrling et al., 2002a; Röhrling et al., 
2002b). O desvio padrão para as massas molares médias (MMN, MMW) foi de cerca 
de 5-10%. Padrões de poliestireno monodisperso foram usados para a normalização 
do MALLS assim como para cálculo do volume morto dos detectores. 
 
4.2.2 Pré-tratamento de materiais lignocelulósicos 
4.2.2.1  Pré-tratamento por explosão a vapor (auto-hidrólise) 
O pré-tratamento por explosão a vapor foi realizado em um reator de aço 
inox com capacidade para 10 L, provido de sensores para controle da temperatura e 
tempo de reação (Figura 15). A pressão foi controlada na entrada principal do vapor, 
cuja injeção era dividida em 3 (três) vias, todas providas de válvulas de alta pressão, 
o que proporciona uma melhor eficiência térmica e, portanto, maior homogeneidade 
durante o pré-tratamento. O reator estava acoplado a uma caldeira geradora de 
vapor, a um compressor de ar e a um ciclone, que foi empregado para a descarga 
do material e escape de vapores. 
Para cada condição de tempo e temperatura de explosão a vapor, calculou-
se o fator de severidade expresso em log RO a partir da Equação 2, onde T (ºC) é a 


















Figura 15. Imagens do (A) reator de explosão a vapor e da (B) válvulas de esfera 
localizada na sua parte superior que se encontram instaladas no Núcleo de 
Pesquisa e Desenvolvimento de Energia Autossustentável (NPDEAS) da UFPR. 
 
A explosão a vapor de cavacos industriais de E. urograndis foi realizada na 
ausência de um catalisador ácido exógeno, processo este também chamado de 
auto-hidrólise, variando o fator de severidade entre 3,05 e 4,29. Para isto, seguiu-se 
um planejamento 2² com pontos axiais (Figura 16) com triplicata no ponto central e 
as variáveis foram temperatura e o tempo de reação cujos valores ficaram entre 174 
a 216 °C e entre 4 e 11 min, respectivamente (Tabela 4). Além do tempo de 
cozimento em temperatura constante, o tempo de aquecimento para alcançar se a 
temperatura desejada no reator foi 45 s em média. 
 
  log RO      (Equação 2) 
 
Os experimentos de explosão a vapor do bagaço de cana foram realizados 
sob condições previamente otimizadas. Tais condições correspondem a um log RO 






Figura 16. Representação gráfica do planejamento fatorial (PF) 22 com projeção em 
axial, indicando as condições de tempo e temperatura definidas no delineamento. 
 
Tabela 4.  Condições empregadas no pré-tratamento por explosão a vapor de  
E. urograndis e seus respectivos fatores de severidade (log RO). 
Experimentos 
Condições log RO 
T (°C) t (min)   
Ponto central 
(PC) 
EAH1 195 7,5  3,67 
EAH2 195 7,5  3,67 
EAH3 195 7,5  3,67 
Pontos dos 
vértices 
EAH4 180 5  3,05 
EAH5 180 10  3,36 
EAH6 210 5  3,94 
EAH7 210 10  4,24 
Pontos axiais 
EAH8 174 7,5  3,05 
EAH9 195 4  3,39 
EAH10 195 11  3,84 
EAH11 216 7,5  4,29 
 
Após o pré-tratamento, os materiais pré-tratados foram lavados com água 
para remoção dos componentes liberados por hidrólise ácida. Esta lavagem foi 
realizada a 5% de sólidos totais sob agitação por 1 h na temperatura ambiente. O 
rendimento dos substratos celulósicos resultantes foi determinado em relação à 
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massa seca do material de origem. Os cálculos de rendimento mássico foram 
obtidos por diferença de massas a partir da recuperação da fração insolúvel. 
 
4.2.2.2 Pré-tratamento por deslignificação alcalina 
Os experimentos de deslignificação foram realizados em soluções alcalinas 
(0,1 e 0,5 g NaOH g-1 substrato seco) com 5 % de sólidos totais, em frascos 
Erlenmeyer de 500 mL adaptado a um banho de ultrassom Ultronique, modelo 
Q5.9/37A. A agitação foi de 200 rpm por 30 min e a potência do ultrassom, quando 
acionada, foi de 163 W. Após a realização das extrações, as amostras foram 
filtradas e lavadas com solução de NaOH na mesma concentração utilizada para a 
extração e, na sequência, submetidas à lavagens com água até que o substrato 
apresentasse pH neutro. O rendimento dos substratos resultantes foi determinado 
em relação à massa seca do material antes do pré-tratamento. Os cálculos de 
rendimento mássico foram obtidos por diferença de massas a partir da recuperação 
da fração insolúvel após o pré-tratamento.  As siglas do fluxograma da Figura 17 
foram propostas de acordo com o tipo pré-tratamento empregado. Para o eucalipto, 
o material que foi explodido a vapor recebeu a sigla EAH6 (eucalipto auto-
hidrolisado), os materiais que foram diretamente deslignificados foram nomeados 
E/EA-US e E/EA (eucalipto extraído com álcali com e sem auxílio do ultrassom) e, 
por fim, os materiais que tiveram o pré-tratamento combinado foram chamados de 
EAH6/EA-US e EAH6/EA (eucalipto auto-hidrolisado e extraído com álcali com e 
sem auxílio do ultrassom), sendo todos seguidos do valor de NaOH em g usados na 
extração (0,1 ou 0,5). 
 
4.2.3 Hidrólise enzimática dos substratos pré-tratados  
4.2.3.1 Hidrólise enzimática com baixo teor de sólidos totais 
A hidrólise dos materiais pré-tratados, deslignificados ou não, foram 
realizadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL com volume final de 100 mL, 4% de 
sólidos totais e 33 mg de Cellic CTec2 ou CTec3 g-1 material seco em tampão 
acetato 50 mmol L-1 pH 4,8 ou 5,2, respectivamente. As reações foram realizadas 
em uma incubadora de agitação orbital Ecotron (Bottmingen, Switzerland) por 96 h a 
50 °C e 150 rpm. Para análise cromatográfica, alíquotas (0,5 mL) foram retiradas 
nos tempos de 1, 3, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 h e estas foram fervidas por 5 min e 
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centrifugadas. Os componentes monitorados por HPLC foram celobiose e glucose, 
sendo expressos em relação aos seus polissacarídeos de origem através da 
multiplicação por seus respectivos fatores de hidrólise. Os rendimentos de hidrólise 
foram expressos em equivalentes de glucose ([EqGlc] = [glucose] + [celobiose] x 
1,0526) e calculados em relação à quantidade de glucanas presente nos substratos 
pré-tratados. A determinação da atividade celulásica total foi realizada segundo o 
método desenvolvido por Ghose (1987) e adaptado por Schwald et al. (1998). Essa 
adaptação sugere o uso de tiras de 70  0,5 mg de papel de filtro Whatman #1 com 
1 cm de largura e o uso de um volume total de reação de 2 mL 
 
  
E = eucalipto; AH6 = explosão a vapor (auto-hidrólise) a 210 °C por 5 min (EAH6), EA = extração 
alcalina; US = ultrassom; AHx = auto-hidrólise em diferentes condições de tempo e temperatura; 
Figura 17. Fluxograma da metodologia empregada para os pré-tratamentos de 
cavacos de eucalipto com suas respectivas abreviações. 
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4.2.3.2 Hidrólise enzimática com alto teor de sólidos totais 
As hidrólises enzimáticas em alta teor de sólidos totais dos materiais pré-
tratados foram realizadas em reator Infors-HT Modelo Labfors 5 BioEtOH (Figura 
18A) sob agitação múltipla (Figura 18B) durante 72 h a 50 °C e 150 rpm, 
empregando 62,5 mg de Cellic CTec2 ou CTec3 g-1 material seco em tampão 
acetato 50 mol L-1 em pH 4,8 ou 5,2, respectivamente (Pitarelo et al., 2012). Estas 
enzimas foram empregadas para avaliação comparativa dos seus respectivos 
desempenhos.  
 
Figura 18. Reator Infors-HT Labfors 5 BioEtOH (A), com capacidade total de 3,6 L, e 
(B) sistema de agitação múltipla, composta por vários impelidores sequenciais: uma 
hélice naval com downflow, quebradores de viscosidade, um impelidor helicoidal e, 
por último, um impelidor de fundo. 
 
A alimentação do substrato no reator foi realizada em quatro etapas, sendo  
5 % a cada 1,5 h de reação, chegando então em 20 % de sólidos totais em 4,5 h 
para um volume final de 2,5 L. Alíquotas de aproximadamente 2 mL foram retiradas 
nos tempos de 6, 12, 24, 48, 72 h e mesmo procedimento descrito anteriormente foi 





4.2.4 Ensaios de fermentação 
O meio de cultura utilizado apresentou a seguinte composição: 1,0 %  
(m v-1) de glucose, 0,5 % (m v-1) de peptona, 0,3 % (m v-1) de extrato de levedura, 
0,3 % de extrato de malte e 2 % (m v-1) de ágar em água deionizada. Estes 
componentes foram dissolvidos por aquecimento até a fervura e esterilizados em 
autoclave a 121 °C por 20 min. Posteriormente, o meio foi distribuído em placas de 
Petri esterilizadas no interior de uma capela de fluxo laminar e estas foram então 
armazenadas em câmara fria para uso posterior.   
A preparação do pré-inóculo foi realizada em meio contendo 100 mL de meio 
de crescimento composto por: 30 g L-1 de glucose, 5 g L-1 de extrato de levedura, 2 g 
L-1 de cloreto de amônio (NH4Cl), 1 g L-1 de fosfato monopotássico (KH2PO4) e 0,3 g 
L-1 de sulfato de magnésio em água. As culturas foram incubadas a 37 °C sob 
agitação orbital de 150 rpm por aproximadamente 24 h. O acompanhamento do 
crescimento celular foi realizado pela leitura da densidade óptica do sobrenadante a 
640 nm (DO640) em espectrofotômetro Varian, modelo Cary 100 (Palo Alto,USA).  
Para os ensaios de fermentação, a medida da DO640 foi realizada no meio de 
crescimento após 24 h de incubação, que foi posteriormente centrifugado em tubos 
esterilizados para remoção do sobrenadante. 
Os experimentos de fermentação foram realizados em duplicata utilizando o 
hidrolisado obtido pela ação das enzimas sob os substratos pré-tratados por 
explosão a vapor, sendo que o meio continha 20 mL de hidrolisado em tampão 
acetato de sódio 50 mmol L-1 (pH 4,8), 1,0 g L-1 de extrato de levedura, 0,5 g L-1 de 
(NH4)2PO4, 0,025 g L-1 de MgSO4.7H2O e 1,0 g L-1 de levedura. Os ensaios foram 
realizados em uma incubadora de agitação orbital a 35 °C e 150 rpm por 24 h, sendo 
que alíquotas foram retiradas nos tempos de 0, 3, 6, 12, 20 e 24 h para análise.  
O consumo de glucose e a produção de etanol foram quantificados por 
HPLC como descrito anteriormente, empregando padronização externa. Os cálculos 
realizados para avaliação dos resultados de fermentação foram: eficiência em 
relação à produção de etanol e à concentração de glucose inicial (Equação 3) e, 
produtividade a partir da relação entre a produção de etanol e o tempo do ensaio 
(Equação 4).  
 




Produtividade (g L-1 h-1)    (Equação 4) 
 
4.2.5 Tratamento estatístico 
Para avaliar o significado estatístico dos resultados, realizou-se o teste t de 
Student empregando o programa Excel 2010 – Ferramenta Análise de Dados. Os 
valores de t calculado (tcal) foram gerados para um grau de confiança de 95% e 
esses foram então comparados aos valores de t crítico (tcri). Neste caso, se tcal for 
maior que tcri, os dados devem ser considerados estatisticamente diferentes.  
Os dados obtidos no planejamento fatorial foram avaliados a partir da 
modelagem das variáveis empregadas no delineamento experimental utilizando o 
software Statistica 8.0. Desta forma, foi possível realizar a análise de variância 
(ANOVA) e gerar as superfícies de resposta para corroborar as tendências 
observadas com os dados experimentais. Ainda, a partir dos efeitos estatísticos 
calculados em cada tempo de hidrólise para cada condição de pré-tratamento, foram 
analisados os efeitos de primeira e segunda ordem sobre a conversão da celulose a 
equivalentes de glucose, a partir da construção de um gráfico de Pareto.  
63 
 
5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1 PRÉ-TRATAMENTO E HIDRÓLISE ENZIMÁTICA DE Eucalyptus urograndis 
Os dados de investigação do pré-tratamento por explosão a vapor de cavacos 
de eucalipto foram planejados como um delineamento fatorial para que os efeitos 
das variáveis tempo e temperatura pudessem ser avaliados. No entanto, essa 
estratégia foi aplicada apenas para os valores de conversão obtidos após hidrólise 
enzimática dos substratos celulósicos por 96 h de reação, caracterizando assim o 
uso de procedimentos SHF para a produção de etanol celulósico. Por uma questão 
de simplicidade, a análise dos demais resultados foi realizada em relação ao fator de 
severidade, que reduz o espaço amostral a um sistema univariado. 
 
5.1.1 Pré-tratamento por explosão a vapor 
 Inicialmente, foi necessário desenvolver um estudo sistemático para identificar 
as melhores condições de tempo e temperatura para o pré-tratamento por explosão 
de cavacos industriais de E. urograndis, visando obter os melhores rendimentos de 
recuperação e o melhor substrato para a hidrólise enzimática. As condições 
empregadas na auto-hidrólise, com suas respectivas abreviaturas e os rendimentos 
obtidos em relação às frações insolúveis e solúveis em água, estão apresentados na 
Figura 19. 
 No caso da fração insolúvel, observa-se que o aumento da drasticidade do 
pré-tratamento resultou em diminuição do rendimento de sua recuperação. Por 
consequência, o teor de sólidos totais no caso da fração solúvel aumentou com o 
aumento da severidade. Da somatória entre esses dois rendimentos de 
recuperação, fica evidente que houve uma perda de massas que dependeu da 
drasticidade do pré-tratamento e isso se deve à volatilização de componentes de 
baixa massa molar durante o processo de descompressão do reator para coleta do 
material pré-tratado. Martin-Sampedro et al. (2014) obtiveram recuperações 
semelhantes da fração insolúvel derivada de E.  globulus por explosão a vapor, que 
variaram de 84 a 93 % para fatores de severidade de 3,35 a 3,56. Por outro lado, 
Nunes e Pourquie (1996), também investigando a explosão a vapor de E. globulus, 
obtiveram perdas de material em torno de 10 % para fatores de severidade variando 





Figura 19. Recuperação de sólidos totais das frações (A) insolúvel e (B) solúvel em 
água derivadas da explosão a vapor de E. urograndis sob diferentes condições de 
auto-hidrólise (EAHx = eucalipto auto-hidrólise em diferentes condições de tempo e 
temperatura).  
 
Os fatores de severidade obtidos para as explosões E. urograndis variaram 
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e EAH3). A Figura 20 revela a ocorrência de uma relação linear inversamente 
proporcional entre os rendimentos de pré-tratamento e o fator de severidade 
(expresso em log RO), sendo que esta relação foi corroborada pelo valor de R2 
obtido. Nesse caso, as condições de severidade mais baixa geraram rendimentos 
maiores, indicando uma menor solubilização do material lignocelulósico, com valores 
em torno de 97 % para EAH4 (180 °C - 5 min) e EAH8 (174 °C – 7,5 min). Por outro 
lado, perto de 50 % do material lignocelulósico foi solubilizado ou volatilizado nos 
vapores de purga do reator de alta pressão nas condições de maior severidade. 
 
Figura 20. Relação entre o fator de severidade (log RO) e rendimento da fração 
insolúvel (%) obtida na explosão a vapor de E. urograndis (marcador sem 
preenchimento = vértices do cubo, preenchidos = pontos axiais e x = ponto central 
do delineamento fatorial) 
 
A fração solúvel derivada de cada experimento de auto-hidrólise foi 
analisada por HPLC para monitoramento da recuperação de carboidratos,  
ácidos orgânicos e compostos furânicos em função das diferentes condições  
pré-tratamento.  De acordo com a Figura 21A, pré-tratamentos realizados a 180 °C 
(EAH4 e EAH5) geraram hidrolisados ácidos contendo uma grande quantidade de 
oligômeros (tempo de retenção 9-11 min). Isto demonstra a ocorrência de hidrólise 
parcial das hemiceluloses durante o pré-tratamento, o que já foi relatado por muitos 
autores (Ramos, 2003; Alvira et al., 2010). Por outro lado, as explosões realizadas 
acima de 210 °C proporcionaram uma redução da concentração de oligômeros e o 
consequente aumento da presença de monossacarídeos. 
y = -37,152x + 210,48 
































Figura 21. Perfil cromatográfico após análise por HPLC das frações solúveis obtidas 
após o pré-tratamento (auto-hidrólise) de cavacos de E. urograndis sob diferentes 
condições de explosões a vapor, sendo (A) parte dos carboidratos e (B) compostos 
furânicos (PC = ponto central; EAHx = eucalipto auto-hidrólise em diferentes 

















Os experimentos de maior severidade também resultaram em uma maior 
concentração de glucose (12,1 min) em relação à xilose (12,9 min), em função da 
hidrólise de frações mais acessíveis do componente celulósico e, neles, houve 
acúmulo de maiores quantidades de furfural e hidroximetilfurfural, que são 
decorrentes de desidratação de pentoses e hexoses, respectivamente (Figura 21B). 
Neste sentido, é importante ressaltar que os cromatogramas na Figura 21B estão 
apresentados com metade da escala de concentração (RID) quando comparado 
com a Figura 21A, apenas para melhor visualização dos produtos de desidratação 
com tempo de retenção de 39 e 55 min, respectivamente. 
A análise dos carboidratos das hemiceluloses presentes nestas frações 
solúveis também foi realizada por metanólise ácida (Tabela 5) evitando assim a 
degradação das unidades de ácidos urônicos que ocorrem durante a hidrólise ácida 
(Megaton et al., 2008).  
Os componentes ácido 4-O-metil-glucurônico, arabinose, ramnose e ácido 
galacturônico estão presentes em maior quantidade quando foram empregadas 
condições mais brandas de pré-tratamentos (condições EAH4 e EAH8, ambas com 
fator de severidade de 3,05, e EAH9 com log RO de 3,39). Isto indica que houve 
hidrólise parcial das pectinas presentes no material, principalmente como 
componentes da lamela média. A presença de ácido galacturônico e ramnose nos 
produtos de metanólise também sugerem que as pectinas de E. urograndis são 
majoritariamente compostas por ramnogalacturonanas.  
Os teores de xilose e galactose também parecem ter sido reduzidos quando 
empregadas condições mais drásticas, especialmente as EAH6 (210 °C, 5 min), 
EAH7 (210 °C, 10 min) e EAH11 (216 °C – 7,5 min) com log RO de 3,94, 3,24 e 4,29, 
respectivamente, provavelmente devido à sua desidratação a compostos furânicos. 
Entretanto, é importante ressaltar que a glucose presente nos produtos de 
metanólise não é provavelmente oriunda da celulose, mas sim de hemiceluloses 
como xiloglucanas e galactoglucomananas.  
A presença de oligossacarídeos nas frações solúveis derivadas do pré-
tratamento foram analisadas pela técnica de HPTLC, onde cada componente foi 
caracterizado por um valor de Rf (índice de retenção) que é calculado pela razão 
entre a distância percorrida por cada componente da amostra e a distância 























































































































































































































































































































































































































































































































































Quatro padrões de xilooligômeros acetilados com GP de 3, 4, 5 e 6 foram 
aplicados intercaladamente nas cromatoplacas de HPTLC como padrões de 
referência, enquanto que a glucose e padrões de celooligômeros com diferentes 
graus de polimerização (também acetilados) foram aplicados em uma mesma 
corrida, conforme demonstra a Figura 22. Vale ressaltar que essa análise teve um 
caráter apenas qualitativo, não se prestando a uma análise quantitativa porque não 
houve controle sobre a concentração dos analitos em cada corrida. 
 Em linhas gerais, todas as frações solúveis derivadas da explosão a vapor 
apresentaram bandas relativas à série homóloga de xilo-oligossacarídeos (XOS) 
oriundos da hidrólise ácida das hemiceluloses, particularmente em amostras 
produzidas sob condições mais brandas. No entanto, a presença de xilose em 
algumas dessas corridas não pode ser explicada, já que essa não foi confirmada 
pelas análises de HPLC da Figura 21. Bandas de Rf não correlato aos padrões 
utilizados também são visíveis em várias corridas de HPTLC e essas podem estar 
relacionadas à presença de oligossacarídeos ácidos ou ramificados. A partir da 
condição central do planejamento fatorial (PC) em direção a condições de maior 
severidade (EAH6, EAH7 e EAH11), foi ainda observada a ocorrência de bandas 
compatíveis com o Rf de celooligômeros, indicando que tais condições foram 
suficientes para a hidrólise de regiões mais acessíveis da estrutura da celulose. Vale 
ressaltar que apenas uma das amostras (EAH10) foi realizada em duplicata para 
demonstrar a repetibilidade da análise realizada por HPTLC. 
Vale ressaltar que a presença de XOS nas frações hidrossolúveis derivadas 
da explosão a vapor de E. urograndis demonstra um grande potencial para a sua 
utilização na indústria farmacêutica, além de sua possível conversão em xilitol, cujas 
propriedades edulcorantes e não cariogênicas são muito apreciadas pela indústria 
alimentícia (Branco et al., 2011). 
As composições químicas dos substratos celulósicos derivados dos 
experimentos de auto-hidrólise do eucalipto (fração insolúvel em água) foram 
determinadas e os resultados obtidos estão apresentados na Tabela 6. Esses dados 
demonstram que o processo de extração do eucalipto in natura removeu 1,7 % de 
extraíveis, resultando em um substrato com 46,8 % de glucana, 18,3 % de 





   




























































































































































































































































EAH10 – 1ª replicata 
 










Celooligômeros (GP 1 - 10) 
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Tabela 6. Composição química material in natura e dos substratos produzidos a 
partir do pré-tratamento por explosão a vapor em diferentes condições. 








nativo* 46,8 ± 0,8 15,3 ± 0,2 2,9 ± 0,2 0,1 ± 0,0 25,2 ± 1,4 0,4 ±0,0 92,4 
PC
 
EAH1 56,9 ±5,3 3,8 ±0,4 and3 0,5 ±0,0 33,4 ±0,8 0,3 ±0,0 94,8 
EAH2 59,9 ±0,8 4,3 ±0,6 and 1,4 ±0,2 35,0 ±1,3 0,2 ±0,0 100,8 






EAH4 54,9 ±2,7 9,6 ±0,2 1,6 ±0.0 0,9 ±0,7 27,3 ±2,5 0,3 ±0,0 94,5 
EAH5 55,1 ±1,6 7,7 ±0,0 1,2 ±0.0 1,1 ±0,0 29,5 ±1,6 0,3 ±0,0 94,9 
EAH6 58,4 ±7,8 2,6 ±1,5 and 1,2 ±0,5 36,1 ±1,9 0,2 ±0,1 98,5 







s EAH8 56,8 
±2,6 3,6 ±0,1 and 1,9 ±0,5 35,2 ±0,5 0,3 ±0,1 97,9 
EAH9 46,2 ±1,2 13,0 ±0,3 2,2 ±0.1 1,9 ±0,4 28,3 ±3,8 0,3 ±0,0 92,0 
EAH10 57,4 ±0,6 5,9 ±0,3 and 1,3 ±0,1 32,8 ±0,2 0,2 ±0,0 97,7 
EAH11 48,1 ±3,6 8,3 ±0,7 and 1,7 ±0,2 33,9 ±0,7 0,2 ±0,0 92,3 
* Material in natura com teor de extraíveis de 1,7 ± 0,1 
1 O percentual de hidroximetilfurfural está expresso como equivalentes de anidroglucose; 
2 Os percentuais de xilose, manose e galactose, além do furfural, estão expressos em pentosanas 
porque a coluna cromatográfica empregada não é capaz de resolver esses monossacarídeos; 
3 Abaixo do nível de detecção; 
PC = ponto central; 
EAHx = eucalipto auto-hidrólise em diferentes condições de tempo e temperatura. 
 
É importante ressaltar que os produtos de metanólise ácida das frações 
solúveis derivadas do pré-tratamento forneceram informações mais fidedignas sobre 
a composição química das hemiceluloses presentes nos materiais nativo e pré-
tratado, já que a coluna cromatográfica empregada para gerar os dados da Tabela 6 
não era capaz de resolver xilose, manose e galactose (Tabela 5). Assim, para evitar 
uma má interpretação dos resultados, os teores desses componentes nas 
hemiceluloses foram representados nos dados de composição química como 
pentosanas. Finalmente, ao comparar os teores obtidos para os substratos pré-
tratados em relação ao material in natura, fica claro que o aumento da severidade do 
pré-tratamento está diretamente relacionado com a remoção das hemiceluloses, 
mesmo porque esses polissacarídeos são mais lábeis à hidrólise ácida.  
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A explosão a vapor aumentou o teor de glucanas dos cavacos a 59,9 %, 
sendo que as amostras EAH2 e EAH6 apresentaram os maiores valores, enquanto 
que o teor de hemiceluloses diminuiu até o limite de 1,2 %, dependendo das 
condições empregadas. Assim, a porcentagem de lignina insolúvel em ácido 
aumentou nos materiais pré-tratados, principalmente devido à remoção de 
hemiceluloses. Os teores de cinzas ficaram relativamente os mesmos, enquanto que 
os grupos acetila foram removidos até ficarem abaixo do nível de detecção do 
método utilizado para análise. 
A Tabela 7 demonstra que as pectinas presentes no eucalipto foram 
parcialmente hidrolisadas e passaram a ser contabilizadas na fração solúvel, 
particularmente quando empregadas condições mais drásticas de explosão a vapor. 
Nesse sentido, componentes de materiais pécticos como o ácido galacturônico e a 
ramnose, além de galactose e arabinose, apresentaram valores abaixo do nível de 
detecção, principalmente para os experimentos EAH6, EAH7 e EAH11, cujos valores 
de log RO foram de 3,94, 4,24 e 4,49, respectivamente. A arabinose foi detectada 
apenas na condição mais branda de pré-tratamento (EAH4) cujo fator de severidade 
era de apenas 3,05. O mesmo ocorreu com outros açúcares das hemiceluloses, 
como xilose e manose, cujas concentrações foram muito baixas nessas condições, 
indicando novamente sua solubilização para a fração solúvel. Por outro lado, quanto 
mais drásticas as condições de pré-tratamento (e.g., EAH8), maior a presença de 
glucose nas frações insolúveis. Assumindo que a metanólise ácida é um processo 
seletivo para a análise de hemiceluloses, esse dado sugere que resíduos de 
xilopiranosil, presentes em polissacarídeos como heteroxilanas e xiloglucanas, foram 
eficientemente removidos e que no caso das xiloglucanas, isto se deu sem um maior 
comprometimento da cadeia principal que, destituída destes substituintes, aumentou 
a sua afinidade pelas cadeias lineares da celulose.  Por outro lado, parte da glucose 
detectada nesse ensaio também pode ter sido oriunda de regiões menos 
organizadas (amorfas) do componente celulósico. Essa análise também permitiu 
concluir que as hemiceluloses de eucalipto contêm galactoglucomananas e 
arabinoglucuronoxilanas, cuja análise estrutural somente seria possível mediante o 
























































































































































































































































































































































































































































































































































As frações insolúveis em água oriundas de diferentes condições de pré-
tratamento foram deslignificadas em condições controladas para serem 
posteriormente dissolvidas em liquido iônico (DMAc/LiCl 9%) e analisadas por GPC 
conforme descrito no item 4.2.1.6 desse documento. A distribuição em massas 
molares (MM) das amostras referentes ao ponto central e do vértice do delineamento 
fatorial estão apresentadas na Figura 23A, enquanto a Figura 23B exibe os 
resultados obtidos para os seus pontos axiais, novamente em relação ao ponto 
central do planejamento. 
Os perfis de GPC da Figura 18 demonstram que a distribuição se deslocou 
para a região de massas molares mais baixas com o aumento da severidade do pré-
tratamento. Isso demonstra que o componente celulósico do material de origem 
sofreu hidrólise ácida parcial, liberando fragmentos de cadeia menores que 
apresentaram uma massa molar com média mássica (MMM) de 1,411×105 g mol-1, o 
que representa um terço do tamanho médio de cadeia que foi observado para a 
condição de menor severidade, que foi de 4,584×105 g mol-1. A Tabela 8 apresenta as 
médias numérica e mássica (MMN e MMM) das massas molares de todos os 
substratos pré-tratados, juntamente aos seus respectivos valores de polidispersidade 
(PD = MMM/MMN) e graus de polimerização (GPN e GPM). 
Os perfis de eluição da Figura 23 sugerem o desaparecimento do ombro 
usualmente atribuído à presença das hemiceluloses, particularmente para amostras 
oriundas de condições mais severas de pré-tratamento. No entanto, sabe-se que as 
hemiceluloses estão presentes em diferentes percentuais na composição centesimal 
desses substratos (Tabela 7). Portanto, o desaparecimento do ombro pode ter sido 
decorrente da própria hidrólise parcial das glucanas (celulose) que, devido ao 
deslocamento observado, acabaram por superpor a banda de eluição atribuível às 
hemiceluloses. 
A polidispersidade (PD) é outra maneira de avaliar o efeito da explosão a 
vapor sobre o GP dos polissacarídeos presentes nos substratos pré-tratados. Esse 
valor da uma ideia da amplitude da distribuição obtida, o que está diretamente ligado 





Figura 23. Distribuição em massas molares dos substratos deslignificados que foram 
preparados a partir de E. urograndis explodido a vapor. (A) Vértices e (B) pontos 
axiais do delineamento fatorial 22 em relação ao seu ponto central (PC = ponto 



















Tabela 8. Massas molares, polidispersidade e grau de polimerização dos 
polissacarídeos (holocelulose) presentes em substratos deslignificados derivados de 
E. urograndis por explosão a vapor. 
Amostra MMN (g mol-1) MMM (g mol-1) PD GPN GPM 
PC 7 1,608×104 2,705×105 16,82 99 1670 
EAH4 8 2,666×104 4,584×105 17,19 165 2830 
EAH5 2,831×104 4,426×105 15,63 175 2732 
EAH6 1,147×104 1,692×105 14,75 71 1044 
EAH7 6,644×103 5,228×104 7,87 41 323 
EAH8 1,368×104 4.965×105 36,29 84 3065 
EAH9 8,830×103 4,560×105 51,64 55 2815 
EAH10 1,149×104 2,148×105 18,69 71 1326 
EAH11 9,220×103 1,411×105 15,30 57 871 
1 MMN = massa molar média em número; 
2 MMM = massa molar média em massa; 
3 PD = polidispersidade (MMM/MMN); 
4 GPN = grau de polimerização associado ao número molar média em número; 
5 GPM = grau de polimerização associado ao número molar média em massa; 
7 PC = ponto central 
8 EAHx = eucalipto auto-hidrólise em diferentes condições de tempo e temperatura 
 
Em geral, nenhuma tendência foi constatada nos valores de PD, exceto nos 
pré-tratamentos mais amenos, que tenderam a produzir polidispersidade maiores 
devido ao efeito do ombro localizado à esquerda sobre a distribuição de cadeias de 
celulose que não sofreram uma perda de MMM muito expressiva durante o processo 
de explosão a vapor (e.g., EAH8 e EAH9). Já para substratos oriundos de condições 
mais severas (e.g., EAH7 e EAH11), os valores de PD foram muito menores em 
relação aos obtidos para os outros pontos do planejamento fatorial, indicando o grau 
de hidrólise parcial da celulose e a provável remoção da porção hemicelulósica do 
substrato.  
Por um efeito meramente didático, os dados de MMM e MMN da Tabela 8 
foram convertidos nos seus respetivos graus de polimerização (GPM e GPN) mediante 
divisão pela massa molar de uma unidade de anidroglucose, que corresponde a 162 g 
mol-1. Esses valores foram então correlacionados com o fator de severidade de cada 
condição, expresso em log RO conforme demonstram os dados da Figura 24. O 
coeficiente de regressão linear (R2) obtido foi de 0,925 demonstrando a existência de 
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relação diretamente proporcial entre essas grandezas, a exemplo do que já havia sido 
obserado para outras variáveis do processo. Severidades menores geraram 
substratos com alto GPM (e.g., EAH4 e EAH8, ambas com log RO de 3,05), enquanto 
que severidades maiores reduziram o GPM a valores bastante inferiores que, no caso 
do experimento EAH7, atingiu valores próximos à celulose microcristalina (GPM de 
323 g mol-1). O GPM observado em EAH11 foi de 871 g mol-1, significando que o 
tempo maior de residência no reator pode ter sido de maior influência do que aumento 
da temperatura de pré-tratamento. 
 
 
Figura 24. Relação entre o fator de severidade (log RO) e o grau de polimerização 
(GPM) dos substratos deslignificados derivados de E. urograndis por explosão a 
vapor. 
 
Após as etapas de pré-tratamento e caracterização dos substratos pré-
tratados, a sua susceptibilidade à hidrólise enzimática foi avaliada empregando Cellic 
CTec2 e Cellic CTec3. Os perfis da hidrólise enzimática dos substratos pré-tratados 
com ambas as enzimas estão apresentados na Figura 25. 
Em geral, conversões mais altas foram obtidas quando empregadas condições 
mais severas de pré-tratamento. Ainda foi possível observar que as curvas das 
condições de EAH11 e EAH7 ficaram bem próximas ao longo das 96 h de hidrólise 
quando usada a CTec2, mas, no caso da CTec3, a condição EAH11 alcançou o maior 
valor de 98,31 % de conversão.  
y = -2114,9x + 9570 









































Figura 25. Hidrólise enzimática do E. urograndis em equivalentes de glucose (%) em 
relação ao tempo de reação, empregando (A) Cellic CTec2 e (B) Cellic CTec3 
(marcador sem preenchimento = vértices do cubo, preenchidos = pontos axiais e  
x = ponto central do delineamento fatorial, PC = ponto central; EAHx = eucalipto  
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Os valores de EqGlc (%) no tempo de 96 h foram então relacionados ao fator 
de severidade de cada condição, expresso em log RO, e os coeficientes de regressão 
linear obtidos foram de 0,9072 e 0,9177 para Cellic CTec2 e Cellic CTec3, 
respectivamente. Isto demonstra que a exposição do material a altas temperaturas e 
por maiores tempos de pré-tratamento gerou melhores substratos para a hidrólise 
enzimática (Figura 26). 
 
Figura 26. Relação entre fator de severidade (log RO) e os equivalentes de glucose 
(%) obtidos na hidrólise enzimática de cavacos de E. urograndis pré-tratado  
a vapor empregando (A) Cellic CTec2 e (B) Cellic CTec3 (marcador sem  
preenchimento = vértices do cubo, preenchidos = pontos axiais e x = ponto central do 
delineamento fatorial) 
 
Ao utilizar condições mais severas de pré-tratamento, houve maior remoção 
das hemiceluloses via hidrólise ácida, paralelamente à desidratação parcial dos 
carboidratos formando compostos furânicos que podem atuar como inibidores e 
reduzir os rendimentos da hidrólise enzimática (Martin-Sampedro et al., 2014). 
Estes valores de conversão em EqGlc (%) no tempo de 96 h foram submetidos 
à Análise de Variância (ANOVA) e os resultados estão apresentados na Tabela 9. 
Vale ressaltar que a função resposta selecionada foi baseada na estratégia SHF para 
a produção de etanol celulósico, reservando, portanto, a fração C5 para outras 
aplicações que não associadas à produção de etanol. Em geral, para todas as 
respostas estudadas, é possível constatar que os altos valores de F, encontrados 
y = 64,022x - 179,34 













Fator de severidade (log RO) 
y = 69,796x - 190,28 













Fator de severidade (log RO) 
A            B 
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para as regressões em relação aos respectivos Ftab, demostram que o grupo de dados 
não representa um artefato matemático, e que existem tendências quando estes são 
modelados pelas equações empregadas. Além disso, os baixos valores de F para a 
falta de ajuste, em relação ao respectivo valor de Ftab, indicam que os resíduos 
existentes nos respectivos modelos são praticamente nulos. Estes fatores são ainda 
corroborados pelos altos valores de R2 e das variâncias máximas explicadas.  
 
Tabela 9. Análise de variância dos equivalentes de glucose produzido em 96 h para 
Cellic CTec2 e Cellic CTec3. 
FONTE SQ GL MQ F Ftab 
EqGlc CTec2 R2 = 0,9572 % Var = 99,64 
Regressão 7875,12 5 1575,02 14,95 5,05 
Resíduo 526,86 5 105,37 
Falta de ajuste 497,14 3 165,71 11,15 19,16 
Erro puro 29,73 2 14,86 
Total 8227,37 10       
EqGlc CTec3 R2 = 0,9679 % Var = 99,45 
Regressão 9306,95 5 1861,39 18,03 5,05 
Resíduo 516,23 5 103,25 
Falta de ajuste 489,06 3 163,02 12,00 19,16 
Erro puro 27,17 2 13,58 
Total 9615,89 10       
%Var, Máxima variância explicável; SQ = soma dos quadrados; 
GL, grau de liberdade; MQ = média dos quadrados;  
F, distrubuição de Fischer encontrada;  
Ftab = distrubuição de Fischer tabelada. 
 
Os pontos centrais do planejamento para EqGlcCTec2 e para EqGlcCTec3, 
resultaram em erros experimentais aceitáveis, que no tempo de 72 h foram de 5 e 8 % 
em relação ao valor média, respectivamente. As equações obtidas com a variável 
independente, os coeficientes lineares e quadráticos e a interação entre temperatura 
e tempo estão apresentados a seguir nas Equações 5 e 6. 
EqGlcCTec2 = 68,93 + 27,36*T - 8,27*T2 + 11,81*t - 8,22*t2 - 0,13*T*t           (Equação 5) 




Foram ainda elaborados os respectivos Gráficos de Pareto para analisar o 
significado numérico das tendências observadas, expressando os efeitos estatísticos 
em relação ao valor de p para o grau de liberdade dos experimentos realizados em 
























Figura 27. Gráfico de Pareto para EqGlc (%) obtidos partir da hidrólise enzimática 
com (A) Cellic CTec2 e (B) empregando Cellic CTec3. 
 
A Figura 27A indica que os efeitos primários do tempo e da temperatura foram 
significativos, entretanto, a temperatura exerceu uma influência maior sobre a função 




























A              B 
único fator a apresentar efeito estatisticamente significativo para Cellic CTec3 e, em 
ambos os casos, o efeito de interação (T x t) e os coeficientes quadráticos destas 
variáveis não tiveram nenhuma relevância estatística. Apesar dessa diferença, as 
principais variáveis do pré-tratamento apresentaram o mesmo efeito sobre a eficiência 
de hidrólise das duas enzimas, apesar dessas terem liberado diferentes quantidades 
de produto após a hidrólise.  
Após confirmação da validade estatística das tendências associadas ao 
modelo, os dados derivados do planejamento fatorial foram então organizados na 
forma de uma superfície de resposta, conforme mostrado na Figura 28, de onde se 
pode observar a maior influência da temperatura sobre os resultados obtidos. 
Conforme indicado nas superfícies de resposta, a região onde os valores 
apresentaram alta conversão ocorreu quando empregados fatores de severidade 
entre 3,67 e 4,29 no pré-tratamento. O pré-tratamento mais severo (EAH11, 216 °C 
por 7,5 min) resultou no substrato mais susceptível à hidrólise em ambos os casos, 
oferecendo rendimentos de sacarificação acima de 88 % em relação ao seu teor de 
celulose. No entanto, o uso de condições mais severas com log RO, superiores a 3,67, 
levou a maiores perdas de massa, podendo gerar um maior acúmulo de inibidores no 











Figura 28. Superfícies de resposta que descrevem a variação dos EqGlc (%) obtidos 




Com a finalidade de encontrar a melhor condição experimental de pré-
tratamento, foi necessário considerar a recuperação de anidroglucose no substrato 
pré-tratado em paralelo aos seus rendimentos de hidrólise enzimática. Sendo assim, a 
melhor condição de tempo e temperatura foi definida como 210 °C e 5 min, com log 
RO de 3,94, previamente denominada EAH6 (Tabela 10).  
Quando empregada Cellic CTec2 na hidrólise enzimática foi possível notar que 
a condição EAH6, mesmo não apresentando a melhor conversão em EqGlc (77,8 %), 
proporcionou uma recuperação significativa de anidroglucose em relação ao cavaco in 
natura (71,6 %), sendo superada pela condição mais drástica (EAH10, log RO de 
3,84), que alcançou 77,4 % de rendimento final. Entretanto, a condição EAH6 se 
sobressai quando utilizada a Cellic CTec3, onde foi possível observar um aumento na 
conversão do substrato de 26,4 % e um rendimento final de glucose de 90,5 %. Este 
valor foi superior ao obtido pela condição EAH10, que alcançou 81,4 % de rendimento 
final. 
 
Tabela 10. Rendimentos da fração insolúvel (RFI), equivalentes de glucose após 96h 
de hidrólise enzimática e rendimento final de glucose (RFGlc) para o eucalipto. 
Pré-tratamento  
RFI (%) 
 Cellic CTec2  Cellic CTec3 
Exp. log RO  EqGlc (%)  RFGlc (%)  EqGlc (%)  RFGlc (%) 
EAH1* 3,67  65,9  73,3 ±3,0 55,8  83,1 ±0,8 67,6 
EAH2 3,67  72,9  67,5 ±1,0 56,3  81,6 ±0,5 66,7 
EAH3 3,67  65,3  66,0 ±0,1 54,9  76,1 ±0,4 61,2 
EAH4 3,05  96,9  24,8 ±4,9 33,9  29,5 ±2,1 40,4 
EAH5 3,36  85,6  35,1 ±1,1 43,7  38,4 ±7,1 47,8 
EAH6 3,94  61,4  77,8 ±5,0 71,6  98,4 ±1,3 90,5 
EAH7 4,24  48,5  87,6 ±4,9 64,6  102,0 ±1,9 75,4 
EAH8 3,05  97,0  8,4 ±0,5 12,9  16,0 ±0,2 24,3 
EAH9 3,39  89,6  22,3 ±0,9 23,7  36,9 ±7,5 39,3 
EAH10 3,84  70,0  74,9 ±6,9 77,4  78,8 ±5,5 81,4 
EAH11 4,29 57,6  88,6 ±2,4 63,1  98,3 ±3,4 70,1 




Os valores de rendimento final de glucose foram então correlacionados com o 
fator de severidade expresso em log RO, conforme apresentado na Figura 29. A 
Figura 29A revela que os pontos de maior rendimento para a enzima Cellic CTec2 
foram relativos às condições EAH10 e EAH6. Entretanto, para a enzima Cellic CTec3 
(Figura 29B), houve uma inversão entre esses resultados, sendo que o maior 
rendimento foi observado para a condição EAH6. Tal observação pode ser 
considerada uma evidência preliminar de que a Cellic CTec3 é mais eficiente na 
hidrólise de substratos produzidos em severidades menores do que a Cellic CTec2. 
Por outro lado, severidades mais altas, apesar de proporcionarem alta conversão na 
hidrólise enzimática, podem se revelar não ideais porque resultam em rendimentos de 
recuperação de glucanas muito baixos na fração insolúvel, levando a uma redução do 




Figura 29. Relação entre fator de severidade (log RO) e os rendimentos finais de 
glucose (%) obtidos após pré-tratamento e hidrólise enzimática de E. urograndis 
pré-tratado a vapor, empregando (A) Cellic CTec2 e (B) Cellic CTec3 (marcador sem 
preenchimento = vértices do cubo, preenchidos = pontos axiais e x = ponto central do 
delineamento fatorial). 
 
4.2.6 Deslignificação alcalina 
Conforme descrito na metodologia item 4.2.2, três tipos de pré-tratamentos 
foram realizados com o eucalipto no total: explosão a vapor, deslignificação alcalina e 
o processo combinado entre eles. Quando a deslignificação alcalina foi empregada 
y = -137,77x3 + 1475,4x2 - 5179,5x + 6005 













Fator de severidade (log RO) 
y = -156,61x3 + 1678,6x2 - 5902,2x + 6863,3 
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sobre o material pré-tratado por explosão a vapor, decidiu-se utilizar as melhores 
condições dos procedimentos de otimização, que correspondeu ao pré-tratamento a 
210 °C por 5 min, com log RO foi de 3,94 (EAH6), seguido de hidrólise enzimática 
utilizando Cellic CTec3 (Figura 29B). 
A deslignificação foi mais acentuada quando empregado o pré-tratamento 
combinado (explosão a vapor + extração alcalina) utilizando 0,5 g de NaOH g-1 
substrato seco (Tabela 11). Estas condições resultaram em deslignificações 
superiores a 94 %, tanto para EAH6/EA-US 0,5 quanto para o EAH/EA 0,5. 
Entretanto, valores inferiores de deslignificação foram obtidos ao ser empregado 0,1 g 
de NaOH g-1 substrato seco, que foram de 20,7 e 33,6 % para EAH6/EA 0,1 e 
EAH6/EA-US 0,1, respectivamente.  No caso das recuperações de glucanas, valores 
superiores foram observados para 0,1 g de NaOH g-1 substrato seco quando 
comparado ao uso de 0,5 g de NaOH g-1, indicando a solubilização parcial dessas em 
soluções alcalinas mais concentradas. 
 
Tabela 11. Rendimento mássico, recuperação de glucana e deslignificação dos 
substratos pré-tratados. 





EAH6 61,4 61,4 - 
EAH6/EA 0,1 85,8 59,7 79,3 (20,7) 
EAH6/EA-US 0,1 89,7 60,9 66,4 (33,6) 
E/EA 0,1 68,7 96,0 92,1 (7,9) 
E/EA-US 0,1 78,7 97,3 86,3 (13,7) 
EAH6/EA 0,5 78,4 54,9 5,7 (94,3) 
EAH6/EA-US 0,5 71,9 41,9 5,6 (94,4) 
E/EA 0,5 89,9 89,4 83,5 (16,5) 
E/EA-US 0,5 87,7 85,8 87,2 (12,8) 
E = eucalipto; AH6 = auto-hidrólise condição 6; EA = extração alcalina ; US = ultrassom 
* Valores entre parênteses representam a quantidade de lignina removida (deslignificação). 
 
Ao ser avaliada a ação do ultrassom sobre a deslignificação, foi possível 
observar que não houve diferença estatisticamente significativa na extração para o 
uso do pré-tratamento combinado, especialmente quando empregado 0,5 g de NaOH 
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g-1 substrato seco, que aumentou a remoção de lignina em apenas 0,12 pontos 
percentuais. Os experimentos onde o eucalipto foi diretamente extraído com álcali 
(E/EA 0,1 e 0,5 na ausência ou presença de US) foram realizados como controle e 
neles observou-se alguma perda de massa, aparentemente devida à extração de 
frações mais acessíveis da lignina que estão presentes na lamela média. 
A composição química dos substratos pré-tratados a vapor e deslignificados 
em meio alcalino estão ilustradas na Tabela 12. Novamente, para todos os materiais 
obtidos, o conteúdo de celulose foi maior se comparado aos materiais in natura, 
sendo os maiores teores para o EAH6/EA e o EAH6/EA-US tanto com 0,1 quanto 0,5 
g de NaOH na extração alcalina. Houve uma grande diminuição do teor de lignina 
quando empregado a deslignificação alcalina, entretanto a maior variação foi para o 
pré-tratamento combinado (EAH6/EA 0,5 e EAH6/EA-US 0,5), que decaiu de 35,8 
para aproximadamente 3,9 % em média. Esta remoção de lignina aumenta a 
acessibilidade química da celulose, que pode ser atribuída a um aumento na área 
superficial (Carvalho et al., 2015) ou no grau de inchamento (Cardona et al., 2010) 
das fibras de celulose. 
 
Tabela 12. Composição química dos substratos produzidos a partir do eucalipto. 







EAH6 59,4 ± 1,2 1,2 ± 1,1 and3 35,8 ± 1,8 1,6 ± 0,2 34,2 ± 1,6 
EAH6/EA 0,1 83,0 ±2.6 7,1 ±0.4 and 4,2 ±0,1 0.1 ±0.0 4.1 ±0.1 
EAH6/EA-US 0,1 84,7 ±0.3 7,5 ±0.3 and 6,5 ±1,9 0.1 ±0.0 6.4 ±1.9 
E/EA 0,1 44,8 ±1.0 11,6 ±0.8 1,2 ±0.2 23,4 ±2.0 0.2 ±0.0 23.2 ±2.0 
E/EA-US 0,1 46,4 ±3.4 11,8 ±2.4 1,51 ±0.5 18,7 ±2.8 0.2 ±0.0 18.5 ±2.8 
EAH6/EA 0,5 90,8 ± 0,8 3,6 ± 0,0 and 3,5 ± 0,1 0,1 ± 0,0 3,5 ± 0,1 
EAH6/EA-US 0,5 89,6 ± 0,1 3,9 ± 0,4 and 4,4 ± 0,9 0,1 ± 0,0 4,4 ± 0,9 
E/EA 0,5 46,6 ± 0,9 12,7 ± 0,9 1,2 ± 0,1 23,4 ± 0,9 0,1 ± 0,0 23,3 ± 0,9 
E/EA-US 0,5 45,8 ± 0,6 14,1 ± 0,1 1,1 ± 0,0 25,0 ± 0,6 0,1 ± 0,0 24,9 ± 0,6 
E = eucalipto; AH6 = auto-hidrólise condição EAH6; EA = extração alcalina ; US = ultrassom 
1 O percentual de hidroximetilfurfural detectado no ensaio foi expresso como equivalentes de glucose; 
2 O percentual de furfural detectado no ensaio foi expresso como equivalentes de xilose; 




Os substratos gerados pelo pré-tratamento alcalino tiveram seus açúcares 
neutros e ácidos urônicos também determinados por metanólise ácida (Tabela 13). 
Esses dados indicam que ao empregar extração alcalina após a explosão a vapor, 
ocorre solubilização das hemiceluloses com praticamente o desaparecimento de 
ácido 4-O-metil-glucurônico e galactose. No caso da xilose, nota-se um leve 
decaimento após o processo combinado, onde para EAH com 9,6 e após extração 
EAH6/EA e EAH6/EA-US foram de 6,3 a 8,3 g g-1 massa seca, respectivamente. 
Entretanto, todos os valores de glucose foram superiores aos do material explodido a 
vapor, indicando maior exposição da celulose após estes pré-tratamentos. 
Substratos explodidos a vapor e deslignificados com 0,1 g de NaOH g-1 
substrato seco apresentaram um efeito marginal de deslignificação e pouca influência 
sobre a composição química do material de origem. Por essa razão, optou-se por 
estender os estudos de hidrólise enzimática e de deslignificação dos demais pontos 
do planejamento fatorial empregando apenas a condição de 0,5 g NaOH g-1 substrato 
seco. 
O pré-tratamento alcalino é conhecido por desestruturar o tecido vegetal pela 
remoção da lignina e complexos lignina-carboidrato presentes na lamela média e na 
parede primária, gerando perda de coesão entre as fibras. Quando exposta a 
soluções alcalinas, particularmente sob altas temperaturas, a lignina pode sofrer uma 
série de reações levando à sua dissolução e essas reações ocorrem pela quebra das 
ligações aril-éter entre as unidades fenilpropanóides, formando grupos fenólicos que 
facilitam a sua solubilização (Sanyer, Chidester, 1963). Posteriormente, ocorre a 
deslignificação da parede secundária, resultando em perdas na resistência mecânica 
da fibra e no aumento da acessibilidade da celulose (Rezende et al., 2011).  
Como apresentado na Figura 30, a extração alcalina não aumentou o 
rendimento de hidrólise enzimática dos substratos celulósicos, apesar dos altos 
valores de deslignificação de 94,4 % para o EAH6/EA-US e de 94,3 % para o 
EAH/EA. Na verdade, houve diminuição da conversão da celulose em EqGlc para o 
substrato auto-hidrolisado seguido de extração alcalina e isto foi inicialmente atribuído 
à diminuição da relação enzima/substrato, já que a cargas enzimáticas utilizadas 
nesses experimentos foram aplicadas em relação ao teor de sólidos totais, sem 
considerar o teor de glucanas presente nos materiais pré-tratados. De acordo com o 
teste t de Student, os valores de conversão para 96 h foram todos distintos entre si, 
com exceção do material somente extraído com álcali, que não ultrapassou 0,9 % de 
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conversão. Este baixo valor de conversão foi devido ao fato dessa extração ter sido 
feita diretamente no cavaco de eucalipto, sendo que esse controle apresentou pouca 
ou nenhuma acessibilidade na etapa de hidrólise enzimática. 
 
Tabela 13. Metanólise dos eucaliptos pré-tratados a vapor e deslignificação alcalina 
em g g-1 massa seca. 
Condições Xilose Ácido 4-O-metil-glucurônico Manose Galactose Glucose 
EAH6 9,6 ±1,1 3,2 ±0,3 1,2 ±0,2 and1 25,2 ±1,9 
EAH6/EA 0,1* 7,9 ±0,1 and1 1,0 ±0,0 and 35,5 ±0,1 
EAH6/EA-US 0,1 8,5 ±1,9 and 1,0 ±0,1 and 39,5 ±3,1 
EAH6/EA 0,5 8,0 ±0,1 and 1,1 ±0,0 and 39,7 ±0,2 
EAH6/EA-US 0,5 8,5 ±1,9 1,9 ±2,6 1,0 ±0,1 0,7 ±1,0 39,5 ±3,2 
E/EA 0,5 6,3 ±1,7 1,9 ±1,2 0,8 ±0,0 and 34,0 ±0,2 
E/EA-US 0,5 8,3 ±1,1 and 1,2 ±0,3 and 42,7 ±9,2 
E = eucalipto; AH6 = auto-hidrólise condição EAH6; EA = extração alcalina; US = ultrassom; 
* 0,1 e 0,5 = quantidade (em g) de NaOH g-1 substrato seco empregado na deslignificação alcalina.; 
1 Abaixo do nível de detecção. 
 
Figura 30. Perfil de hidrólise enzimática dos substratos derivados do pré-tratamento 
de cavacos de eucalipto por explosão a vapor (EAH6), pelo processo combinado de 
explosão a vapor seguido de extração alcalina (EAH6/EA) e somente extraído com 
álcali (E/EA), obtidos na ausência e presença de ultrassom (US) (0,5 = quantidade 
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Lima et al. (2013) também realizaram um pré-tratamento combinado, porém, 
com HCl diluído seguido de extração com NaOH empregando E. grandis. Ao hidrolisar 
este material pré-tratado com 25 FPU de Accellerase 1500 g-1 substrato, 
suplementado com 12,5 BGU de Novozym 188 g-1 substrato, obtiveram 65,4 % de 
conversão após 48 h de hidrólise.  Estes valores de conversão são similares ao 
obtidos neste trabalho, entretanto, o tipo de enzima foi diferente e a carga enzimática 
empregada por estes autores foi superior à deste estudo (7 FPU g-1 substrato). 
Novos experimentos foram realizados para avaliar os rendimentos de hidrólise 
sob a mesma carga enzimática em relação ao teor de glucanas, já que há diferenças 
significativas na composição química desses substratos celulósicos (59,4 % e  
90,8 % de glucanas para EAH6 e EAH6/EA, respectivamente) (Figura 31). Assim, 
observou-se que quando empregada mesma razão enzima/substrato, os dois 
materiais apresentaram comportamento similares, em torno de 95 % de conversão em 
72 h, indicando a não necessidade de realizar a deslignificação alcalina para atingir 
altos valores de conversão. 
 
   
Figura 31. Perfis de hidrólise enzimática de eucalipto explodido a vapor (EAH6) e 
explodido a vapor seguido de extração alcalina (EAH6/EA) empregando 33 mg de 
Cellic CTec3 g-1 celulose, (A) mantendo sólidos totais fixo com variação da carga 
enzimática e (B) com a mesma carga enzimática variando o teor de sólidos totais  
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A deslignificação alcalina sem ultrassom foi então realizada em todas as 
condições do planejamento fatorial de explosão a vapor empregando cavacos de 
eucalipto e os dados obtidos de rendimento e recuperação estão apresentados na 
Tabela 14. Os valores de recuperação mássica ficaram entre 52,8 e 72,9 % para os 
pontos do vértice, e entre 69,2 e 96,8 % para os pontos axiais. Já no caso do ponto 
central os valores de recuperação mássica foram de 70,9 e 76,1 % na ausência e 
presença de ultrassom, respectivamente. Em relação à deslignificação, os materiais 
que apresentaram os menores teores de lignina após o pré-tratamento foram as 
condições EAH7/EA e EAH11/EA, com remoção acima de 70 %.  
 
Tabela 14. Rendimento mássico, recuperação de celulose e deslignificação dos 






Recuperação de  
lignina (%)* 
PC/EA 76,1 55,0 40,7 (59,3) 
EAH4/EA 58,6 71,6 37,2 (62,8) 
EAH5/EA 72,4 66,5 43,3 (56,7) 
EAH6/EA 72,9 53,1 16,6 (83,4) 
EAH7/EA 52,8 49,3 7,8 (92,2) 
EAH8/EA 76,7 63,6 45,9 (54,1) 
EAH9/EA 69,2 66,5 43,1 (56,9) 
EAH10/EA 68,9 55,5 36,4 (63,6) 
EAH11/EA 69,6 49,8 24,4 (75,6) 
E = eucalipto; AH = auto-hidrólise; EA = extração alcalina 
* Valores entre parênteses representam a quantidade de lignina removida (deslignificação). 
 
Após este pré-tratamento combinado, as amostras foram analisadas e a 
composição química obtida indicou que o material com menor teor de lignina e 
anidroglucose foi o EAH7/EA e EAH7/EA-US, que apresentaram 5,2-5,7 e  
86,8-87,5 %, respectivamente (Tabela 15). Por outro lado, os substratos EAH5/EA, 
EAH6/EA, EAH7/EA e EAH11/EA apresentaram teores de glucose acima de 70 %. 
Para uma melhor compreensão dos efeitos da extração alcalina, os dados da 
Tabela 16 foram comparados com os dados de metanólise apresentados na Tabela 7 
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referentes aos materiais obtidos após explosão a vapor em diferentes condições. 
Sendo assim, foi possível observar que não houve presença de arabinose e ácido 
galacturônico quando realizada explosão a vapor seguida da extração alcalina, e que 
houve uma redução significativa dos teores de ácido 4-O-metil-glucurônico e 
ramnose, estando esses ausentes nas condições de maior severidade (EAH6/EA, 
EAH6/EA-US, EAH7/EA-US, EAH7/EA-US, EAH11/EA e EAH11/EA-US). Já para as 
condições EAH4, EAH8 e PC, observou-se uma diminuição de 42, 53 e 87 % nos 
teores de ácido 4-O-metil-glucurônico nos produtos de metanólise, respectivamente, 
tanto na ausência quanto na presença de US.  
 
Tabela 15. Composição química de substratos deslignificados derivados de  
E. urograndis nativo e explodido a vapor nas condições do planejamento fatorial após 
de extração alcalina com e sem auxílio do ultrassom. 
Condições AnGlc1 AnXyl2 Lignina solúvel  Lignina insolúvel Total 
PC/EA  69,1±1,0 5,9±1,0 0,1±0,1 18,3±1,2 93,6 
EAH4/EA  66,6±1,0 6,1±0,1 0,2±0,0 17,7±0,1 90,4 
EAH5/EA  71,4±0,8 5,9±0,3 0,1±0,0 18,2±0,4 95,5 
EAH6/EA  73,9±1,5 4,4±0,3 0,1±0,0 9,1±1,8 87,5 
EAH7/EA  86,8±1,9 4,9±0,8 0,1±0,0 5,2±1,1 97,0 
EAH8/EA  56,0±0,6 7,1±0,2 0,3±0,0 21,9±1,3 85,3 
EAH9/EA  63,4±1,1 6,9±0,2 0,2±0,0 18,6±1,8 89,1 
EAH10/EA  67,7±0,2 6,9±0,3 0,1±0,0 17,9±0,4 92,6 
EAH11/EA  73,9±1,0 5,0±0,2 0,1±0,0 12,4±1,7 91,4 
E = eucalipto; AH = auto-hidrólise; EA = extração alcalina 
1 Percentual de hidroximetilfurfural  está expresso como equivalentes de anidroglucose; 
2 Percentual de furfural  está expresso como equivalentes de anidroxilose; 
 
As presenças de xilose, manose e galactose também foram reduzidas 
significativamente nos produtos de metanólise, sendo que as maiores diminuições no 
teor de xilose foram correspondentes a 83, 80, 60 e 62 % para as condições EAH9, 
PC, EAH4 e EAH5, respectivamente. Em contrapartida, houve aumento no teor de 
glucose para todas as condições de pré-tratamento, alcançando valores acima 45  




Tabela 16. Metanólise em g g-1 massa seca das condições do planejamento fatorial 
do E. urograndis após extração com e sem auxílio do ultrassom. 
Comp. Ramnose Xilose Ácido 4-O-metil-glucurônico Manose Galactose Glucose 
PC/EA  and 10,0±2,0 2,3±0,6 2,0±0,6 and 32,2±0,3 
EAH4/EA 0,4±0,0 12,0±0,2 6,6±0,3 2,0±0,3 1,1±0,0 47,1±5,6 
EAH5/EA and 10,7±0,1 4,2±0,1 1,6±0,2 and 29,8±0,2 
EAH6/EA and 5,3±0,2 and 0,8±0,0 and 53,5±2,0 
EAH7/EA and 2,6±0,7 and 0,6±0,1 and 50,2±2,9 
EAH8/EA 0,8±0,0 23,3±0,3 14,1±0,4 2,6±0,5 1,7± 28,2±0,3 
EAH9/EA and 6,6±0,1 1,5±2,1 0,8±0,3 and 31,6±0,1 
EAH10/EA 0,4±0,0 15,0±1,9 7,8±1,1 2,1±0,0 1,2±0,1 33,2±0,2 
EAH11/EA and 10,3±1,0 and 1,3±0,1 and 50,2±0,1 
E = eucalipto; AH = auto-hidrólise; EA = extração alcalina; and = abaixo do nível de detecção. 
 
Os substratos gerados por deslignificação alcalina foram então submetidos à 
hidrólise enzimática empregando 33 mg de Cellic CTec3  g-1 de celulose e as maiores 
conversões foram observadas para EAH6/EA, EAH10/EA e EAH111/EA (Figura 32), 
com valores de acima de 61,5; 68,0 e 71,9 %, respectivamente.  Isto demonstra que, 
no caso do pré-tratamento combinado, existe a possibilidade de se utilizar uma 
condição mais branda de explosão a vapor (EAH10), com fator de severidade de 3,84, 
ao invés da condição EAH6 com severidade 3,94. 
 
4.3 HIDRÓLISE ENZIMÁTICA EM ALTO TEOR DE SÓLIDOS TOTAIS  
 Na Figura 33 é possível observar as diferenças nos valores de glucanas, 
hemicelulose, lignina total, extraíveis e cinzas entre eucalipto e bagaço de cana, 
ambos in natura. Como já dito, o eucalipto apresentou 1,7 % de extraíveis, resultando 
em substrato com 46,8 % de glucanas, 18,3 % de hemiceluloses, 25,2 % de lignina 
total e 0,4 % de cinzas. Já para o bagaço, a extração com água seguida de etanol 
removeu 5,3 % de extraíveis, sendo 53,5 % deste valor proveniente da extração com 
água e 46,5 % da extração alcoólica, gerando assim um substrato com 38,2 % de 






























Figura 32. Valores de conversão de equivalentes glucose (%) em diferentes  
tempos para a hidrólise enzimática das condições do planejamento fatorial do  
E.  urograndis após extração (marcador sem preenchimento = vértices do cubo, 
preenchidos = pontos axiais e x = ponto central do delineamento fatorial, PC = ponto 














































As diferenças observadas no conteúdo de glucanas e hemiceluloses foram 
coerentes com os dados disponíveis na literatura para folhosas e gramíneas. Pinto et 
al. (2005) demonstraram que cavacos de E. globulus contêm 53,4 % de glucanas, 
17,5 % de hemiceluloses, 22,1 % lignina total e 1,7 % de extraíveis. Por outro lado, 
Rocha et al. (2012) e Pitarelo et al. (2012) apresentaram valores entre 39,3 e 43,1 % 
de glucanas, 21,3 e 25,2 % de hemiceluloses, 22,9 e 28,6 % de lignina total e 4,3 e 
6,7 % extraíveis para o bagaço de cana. A porcentagem de extraíveis é geralmente 
superior em gramíneas pela presença de grandes quantidades de metabólitos 
secundários (Klock, 2006). Já o alto teor de cinzas observado em gramíneas pode 
estar relacionado à contaminação parcial com solo, fato inevitável particularmente 
quando o processo de colheita é totalmente mecanizado (Braunbeck et al., 2003). 
 
 
Figura 33. Comparação da composição química de amostras in natura de cavacos de 
E. urograndis e bagaço de cana-de-açúcar. 
 
O pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar foi realizado em apenas uma 
condição experimental (195 °C por 7,5 min), oriunda de estudos anteriores realizados 
em nosso grupo de pesquisa (Pitarelo et al., 2016). Este pré-tratamento a vapor foi 
realizado novamente nestas condições e o rendimento de recuperação total foi de 
78,2 %, dos quais 64,0 % referentes à fração insolúvel e 14,2 % à fração solúvel em 
água. Tais valores de recuperação foram semelhantes aos obtidos anteriormente nos 
estudos de pré-otimização, demostrando que o reator foi capaz de reproduzir estas 
condições experimentais. O material obtido apresentou 2,7 % de anidroxilose, 46,5 % 
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Com relação à hidrólise enzimática do eucalipto e do bagaço de cana-de-
açúcar ambos explodidos a vapor, observa-se na Figura 34 que os valores de 
conversão em EqGlc (%) foram de aproximadamente 95 % para os dois casos. Nota-
se que apesar do perfil ser semelhante, a conversão de glucanas em açúcares livres 
foi maior para o eucalipto do que para o bagaço, sendo a concentração final obtida de 
124 e 102 g L-1, respectivamente, sempre tendo a celobiose como um componente 
minoritário dos hidrolisados obtidos (menor que 3 %).  
Ramos et al. (2015) realizaram a hidrólise do bagaço de cana-de-açúcar  
pré-tratado por explosão a vapor na presença de 9,5 mg de ácido fosfórico g-1 bagaço 
seco. O pré-tratamento foi realizado por 10 min a 180 °C e a hidrólise enzimática foi 
feita empregando 62,5 mg g-1 celulose e 20% de sólidos totais. As concentrações de 
glucose após 24 e 72 h de reação foram de 29,7 e 54,0 g L-1, respectivamente. Já no 
presente trabalho, foram obtidas 48 e 64 g L-1 de glucose nos mesmos tempos de 
reação e na mesma quantidade de sólidos totais. Porém, neste caso, vale ressaltar 
que as condições de pré-tratamento foram diferentes e que o presente trabalho 













Figura 34. Conversão em equivalentes de glucose (g L-1) durante a hidrólise 
enzimática de substratos pré-tratados a vapor empregando Cellic CTec3. 
 
Alguns autores já conseguiram concentrações maiores de equivalentes de 
glucose na hidrólise enzimática de substratos pré-tratados em altos teores de sólidos 
totais. Por exemplo, Zhang et al. (2009) produziram 158 g L-1 de glucose em 48 h de 
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hidrólise utilizando Celluclast 1,5 L e Novozym 188 em reações com 20 % de sólidos 
totais. No entanto, o substrato utilizado possuía cerca de 90 % de celulose e menos 
de 3 % de lignina, o que representa menor barreira estrutural frente à ação sinérgica 
das endo e exoglucanases. 
Em outro estudo, Gao et al. (2014) hidrolisaram com Cellic CTec2 amostras 
de bagaço de cana deslignificados em meio alcalino cujo teor de lignina era de 8,9 %. 
A hidrólise foi realizada com consistência (sólidos totais) inicial de 12 % e alimentação 
com 7 % adicionais em 6, 12 e 24 h para atingir uma consistência final de 33 % em 
Erlenmeyer de 250 mL. A adição de enzima foi realizada somente no início do 
processo e, após 72 h de reação, um total de 109,2 g L-1 de glucose foi obtido, que 
aumentou para 129,5 g L-1 quando a reação se estendeu até 120 h. Estes resultados 
empregando substratos provenientes do processo de deslignificação são semelhantes 
aos obtidos nesse trabalho para substratos explodidos a vapor e hidrolisados na 
presença de um alto teor de lignina. 
A hidrólise enzimática convencional é geralmente realizada com sólidos totais 
abaixo de 5 %, o que resulta em concentrações de açúcar menores do que 5 % no 
hidrolisado e, consequentemente, em concentrações finais de etanol menores que  
2 % (m m-1) após a fermentação (Qin, 2010). De acordo com Wingren et al. (2003), 
aumentar de 5 para 8 % de sólidos totais pode reduzir em torno de 20 % os custos de 
produção de etanol e um aumento superior resultaria em reduções ainda mais 
significativas. Sendo assim, realizar a etapa de hidrólise enzimática em alta 
consistência (acima de 15 % de sólidos totais) aumenta as concentrações de glucose 
e etanol e diminui os custos operacionais e de capital, bem como o consumo de 
energia durante a destilação para recuperação do produto (Modenbach e Nokes, 
2013).  
 
4.4 PRODUÇÃO DE ETANOL CELULÓSICO COM DIFERENTES LEVEDURAS 
Os ensaios de fermentação com diferentes leveduras foram realizados 
empregando hidrolisados dos dois substratos. Este ensaio teve concentração inicial 
de glucose de 50 g L-1 e alcançaram 21,4 e 19,2 g L-1 de etanol quando empregada a 
Thermosacc Dry (Figura 35A), correspondendo a 84 e 75,5 % de eficiência para 
eucalipto e bagaço, respectivamente. Da mesma forma, ao utilizar CAT-1, os valores 
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de produção de etanol foram de 21,1 e 19,4 g L-1 de etanol e de 82,7 e 75,9 % de 




Figura 35. Gráficos de consumo de glucose (g L-1) e produção de etanol (g L-1) a 
partir dos hidrolisados enzimáticos utilizando (A) Thermosacc Dry e (B) CAT-1. 
 
Como as eficiências de fermentação foram equivalentes, ensaios 
comprobatórios foram realizados empregando somente a levedura Thermosacc Dry. 
Esses novos ensaios foram realizados com concentrações iniciais de glucose 
ligeiramente diferentes, de 58 g L-1 para o bagaço e de 60 g L-1 para o eucalipto 
(Figura 36). No final deste processo, diferentes concentrações de etanol e 
rendimentos de processo foram obtidas, alcançando 25,6 g L-1 de etanol com 87,1 % 
de eficiência e 27,3 g L-1 de etanol com 88,1 % de eficiência para os substratos 
derivados de bagaço e eucalipto, respectivamente.  
Em ambos os casos, foi possível observar que toda a glucose foi consumida a 
partir de 12 h, sugerindo que o processo pode ser finalizado neste tempo sem 
qualquer perda de eficiência. Em 12 h de fermentação, os valores de produtividade 
atingiram 2,1 e 2,3 g L-1 h-1 de etanol, respectivamente. Entretanto, observou-se um 
aumento do tempo para consumo total de glucose em relação ao ensaio anterior, 
realizado com concentração inicial de glucose ligeiramente inferior (Figura 35). Esse 
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enquanto normalmente se utilizam concentrações bem superiores (Rana et al., 2014; 
Moraes et al., 2016). 
 
 
Figura 36. Consumo de glucose (g L-1) e produção de etanol (g L-1) a partir dos 
hidrolisados enzimáticos utilizando a levedura Thermosacc Dry. 
 
Martins et al. (2015) fermentaram hidrolisados contendo 60 g L-1 de glucose 
usando uma estirpe industrial de S. cerevisiae e alcançaram 1,6 g L-1 h-1 de etanol em 
16 h com uma eficiência de 84,5 %. Entretanto, o substrato foi derivado de bagaço de 
cana pré-tratado com peróxido de hidrogênio alcalino. Já no caso de eucalipto, 
McIntosh et al. (2012) pré-trataram cavacos de E. dunnii com radiação de  
micro-ondas e, após hidrólise enzimática com Cellic CTec2, o substrato foi 
fermentado com S. cerevisiae ATCC 58447. Os autores iniciaram a fermentação com 
38 g L-1 de glucose e a concentração de etanol obtida foi de 18 g L-1, o que representa 
uma eficiência de 92 % após 30 h de fermentação.  
Romaní et al. (2014) produziram etanol celulósico a partir de substratos 
derivados de E. globulus por auto-hidrólise, onde o reator foi aquecido a 210 °C e, ao 
alcançar a temperatura, o sistema de aquecimento foi desativado e resfriado até a 
temperatura ambiente, totalizando aproximadamente 50 min de pré-tratamento. Após 
sacarificação e fermentação simultânea (SSF) do material resultante, empregando 
Cellic CTec2 e S. cerevisiae PE-2, obteve-se a produtividade de 0,63 g L-1 h-1 após  
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de pré-hidrólise antes da sacarificação e fermentação simultânea (pSSF), alcançando 
0,55 g L-1 h-1 e 92,1 % de produtividade e eficiência, respectivamente. Como o pSSF 
geralmente atinge valores de produtividade maiores que SSF (Hoyer et al., 2013; Liu 
et al, 2014), estes valores inesperados podem ter sido devido à presença de 
inibidores no meio de fermentação. Em contrapartida, Neves et al. (2016), ao 
empregar bagaço de cana explodido a vapor e lavado com água (195 °C por 7,5 min) 
para produção de etanol celulósico, alcançou com pSSF a mesma concentração de 
etanol do SSF na metade do tempo de processamento, atingindo valores de 0,39 e 
0,53 g L-1 h-1, respectivamente. Entretanto, estes resultados foram obtidos na 
ausência de inibidores de fermentação usando Cellic CTec2 e Thermossac Dry. Na 
configuração de SHF empregado no presente estudo, o tempo de conversão total, 
tanto para bagaço quanto para eucalipto, foi de 84 h (72 h de hidrólise e 12 h de 
fermentação); portanto, a produção de etanol correspondente foi de 0,31 e 0,33 g L-1 
h-1, respectivamente. No entanto, estes valores não podem ser comparados com os 
descritos acima, pois a estratégia de fermentação foi completamente diferente. 
Quando os resultados obtidos neste trabalho foram projetados para 1 ton 
(1000 kg) de biomassa processada, pode-se concluir que o eucalipto foi a biomassa 
com maior potencial de produção de etanol de segunda geração, conforme indicado 
na Tabela 17. As projeções foram calculadas considerando o rendimento de 
recuperação da fração do material pré-tratado e lavado com água, a quantidade de 
glucose obtida após a hidrólise enzimática e a correspondente eficiência de 
fermentação para produção de etanol. Os cavacos de eucalipto apresentaram maior 
susceptibilidade à hidrólise enzimática, gerando 17 % mais glucose que o bagaço 
depois de 72 h de hidrólise; sendo assim, apresentaram um potencial de produção de 
218,5 e 178 L t-1 de etanol, respectivamente. Estes números são consideravelmente 
altos se comparados com a quantidade teórica de etanol que pode ser produzida do 
bagaço e do eucalipto, ambos explodidos a vapor e lavados com água, cuja máxima 
eficiência de fermentação produziria 204,4 e 248 L t-1 etanol, respectivamente. 
Entretanto, é importante mencionar que 7,1 t de cana são necessários para produzir  
1 t de bagaço de cana seco (Oliveira et al., 2013; Carvalho et al., 2015). 
Gonzalez et al. (2011) realizaram uma análise econômica da produção de 
etanol celulósico a partir de biomassa de eucalipto e a rentabilidade do processo foi 
mais sensível ao custo da biomassa, seguido da concentração de carboidrato na 
biomassa e do custo da enzima. Com relação ao custo da biomassa, em 2015, a 
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média do custo de cavacos de eucalipto no Brasil estava em R$ 77,00 t-1, enquanto 
que o bagaço de cana era vendido por R$ 150,00 t-1 (Secretaria de Estado da 
Agricultura e do Abastecimento, 2015; Cana Online, 2015).  Na verdade, o mercado 
pode variar de acordo com a época do ano, mas os preços do bagaço de cana foram 
sempre mais caros provavelmente devido ao aumento de demanda para aplicações 
em bioenergia, como no caso da cogeração. Portanto, os dois tipos de biomassa 
mostram bom potencial para produção de etanol celulósico, sendo que os cavacos de 
E. urograndis resultariam em  22,7 % a mais de etanol t-1 do que o bagaço. 
 
Tabela 17. Projeção da produção de etanol celulósico por tonelada de biomassa 
processada. 
1 Bagaço de cana-de-açúcar e eucalipto foram pre-tratados por 195 °C durante 7,5 min e 210 °C 
durante 5 min, respectivamente;  
2 Hydrolise dos substratos pré-tratados a vapor em Labfors 5HT usando 20 % de ST e 62,5 mg de 
Cellic CTec3 g-1 ST a 50 °C por 72 h (2,5 L volume total); 
3 1 g L-1 de  S. cerevisiae Thermosacc Dry a 37 °C por 12 h 
4 Dados disposníveis em Comércio Ambiental (2014) e Carvalho et al. (2015) para E. urograndis chips 








Explosão a vapor 1 
64,0 % rendimento 
fração insolúvel 
61,4 % rendimento 
fração insolúvel 
Hidrólise enzimática 2 
Total de glucose liberada 
102 g L-1 Glc 
515 g kg-1 Glc 
124 g L-1 Glc 
625 g kg-1 Glc 
Eficiência da fermentação3 
Produção de etanol por ton   
Produção teórica de etanol por ton 
87,1 % 
178,0 L t-1 
204,4 L t-1 
88,1 % 
218,5 L t-1 
248,0 L t-1 
Produtividade da biomassa 4 20,16 t ha-1 ano-1 25,92 t ha-1 ano-1 
Produtividade a partir da 1a geração 5760  L ha-1 ano-1 - 
Produtividade a partir da 2a geração 1794 L ha-1 ano-1 2832 L ha-1 ano-1 




O pré-tratamento por explosão a vapor de cavacos de E. urograndis foi 
otimizado dentro das condições empregadas utilizando auto-hidrólise. O aumento da 
severidade apresentou relação direta com os rendimentos da fração insolúvel e com 
os equivalentes de glucose obtidos por hidrólise enzimática dos substratos pré-
tratados. Por outro lado, o grau de polimerização da celulose também apresentou 
relação direta com a severidade, entretanto neste caso, maiores severidades na 
explosão a vapor geraram substratos com menor grau de polimerização.  
A metanólise ácida das frações solúveis indicaram a presença de 4-O-metil-
glucurônico, arabinose, ramnose e ácido galacturônico quando empregadas 
condições mais brandas de pré-tratamentos, indicando que houve hidrólise e 
solubilização das pectinas do material para a fração solúvel. Os teores de glucose 
encontrados nesta fração provavelmente não são decorrentes de celulose e sim de 
hemiceluloses que a contêm, como xiloglucanas e galactoglucomananas. Já a 
metanólise das frações insolúveis demonstrou que galactoglucomananas foram mais 
resistentes ao pré-tratamento do que arabinoglucuronoxilanas, e que parte das 
ramnogalacturonanas (pectinas) resistiram a essas condições.  
Os dados de hidrólise enzimática em 96 h foram validados para as enzimas 
Cellic CTec2 e CTec2, e para ambos os casos a temperatura apresentou efeito 
estatístico significativo. A melhor condição experimental foi definida pelo experimento 
EAH6 (210 °C, 5 min) e com o emprego de Cellic CTec3 na hidrólise enzimática, 
usando como critério o rendimento final de glucose foi obtido após pré-tratamento e 
hidrólise. Os ensaios de fermentação com diferentes leveduras foram realizados 
empregando hidrolisados de eucalipto e bagaço de cana, de modo a permitir um 
estudo comparativo entre essas matrizes. Ambos alcançaram valores acima de  
19 g L-1 e eficiências superiores a 75 % tanto para Thermosacc Dry quanto para  
CAT-1.  
O efeito da deslignificação alcalina foi avaliado na melhor condição de explosão 
a vapor empregando 0,1 e 0,5 g de NaOH g-1 de substrato seco, sendo que as 
extrações foram assistidas ou não por ultrassom. Devido ao baixo valor de 
deslignificação ao se empregar a menor concentração de hidróxido de sódio e na falta 
de diferença estatisticamente significativa ao empregar o ultrassom, optou-se por 
102 
 
avaliar a deslignificação dos outros pontos do planejamento fatorial da explosão a 
vapor empregando 0,5 g de NaOH g-1 de substrato seco. 
As hidrólises enzimáticas de eucalipto e bagaço de cana explodidos a vapor, 
quando realizadas em alto teor de sólidos totais, geraram 124 e 102 g L-1 de glucose 
após 72 h de reação, respectivamente. As fermentações destes hidrolisados com 
Thermosacc Dry a uma concentração inicial de 60 g L-1 de glucose alcançaram 27,3 e 
25 g L-1 de etanol para os substratos derivados de eucalipto e bagaço de cana, 
respectivamente. Ao comparar os resultados de pré-tratamento, hidrólise e 
fermentação, conclui-se que os cavacos de eucalipto apresentaram maior potencial 
para produção de etanol celulósico dentro das condições testadas neste estudo, 
alcançando 40 L de etanol t -1 a mais do que o bagaço de cana. No entanto, essa 
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